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Resumo 
Com o aumento do consumo de morango (Fragaria x ananassa Duch.) surge a 
necessidade de implementar novas formas de produção que possam levar a maior 
produtividade na planta e seu correto desenvolvimento, e eventualmente maior absorção 
de nutrientes que conferirão resistência a stresses bióticos e abióticos. 
Novas técnicas que visam melhorar estes parâmetros têm sido propostas. Estas 
incluem, por exemplo, a aplicação de bioestimulantes, ou minerais como o cálcio (Ca) e o 
silício (Si). No entanto, pouco se sabe acerca do efeito destes agentes nas respostas 
moleculares das plantas de morangueiro, em particular no que diz respeito aos genes 
envolvidos na nutrição mineral e resposta fotossintética da planta.  
No sentido de entender a resposta das plantas à aplicação de um bioestimulante, 
Ca e Si em morangueiro crescido em solo ou em semi-hidroponia e, potencializar a 
qualidade de morango, este trabalho analisou o comportamento de plantas de morangueiro 
da cultivar ‘Portola’ ao nível de parâmetros físico-químicos, morfológicos e moleculares de 
folhas e raízes, em condições de solo e de semi-hidroponia. 
Para tal, foram realizadas duas experiências. Na primeira, testou-se a aplicação 
de um bioestimulante comercial (na dose de 3 L/ha, a cada 15 dias) e de cálcio (Ca) (na 
dose de 5 L/ha, a cada 7 dias) em condições de solo. Complementarmente, na segunda 
experiência, estudou-se o efeito da aplicação de silício (Si) por si só (na dose de 1 L/ha, a 
cada 15 dias) ou combinado com Ca (na dose de 1 L/ha + 5 L/ha, a cada 15 dias), em 
condições de semi-hidroponia. Em geral, a aplicação de bioestimulante e Si aumentou o 
peso seco foliar e peso seco total em até 82 % e 59 %, respetivamente. A aplicação de Ca 
promoveu a cumulação de Ca e ferro (Fe) em raízes em três e duas vezes respetivamente, 
e apenas Ca nas folhas (52 %). Não foram induzidos aumentos significativos nos restantes 
nutrientes. Globalmente, em folhas e raízes das plantas crescidas em solo, e a nível de 
expressão de genes, a aplicação de bioestimulante promoveu a expressão relativa de 
genes relacionados com absorção e transporte de nutrientes (CDPK2, MYB59, NIA1, 
MOT1 PHO1) e manutenção do aparelho fotossintético (FNR e TK). A aplicação de Ca 
induziu, também, a expressão de genes transporte de nutrientes (CDPK2 e CAM) e 
manutenção do aparelho fotossintético (FNR e TK). Em sistema semi-hidropónico a 
aplicação de Ca promoveu a expressão relativa de genes relacionados com absorção e 
transporte de nutrientes (MOT1 e FaNIP2-1) e stress oxidativo (OMT). A aplicação de Si 
combinado com Ca (mix) foi a que induziu um número maior de genes relacionados com a 
absorção e transporte de nutrientes (CAM, MYB59, NRT1, MOT1, PHO1 e FaNIP2-1), 
também induziu o gene LOX relacionado com o stress oxidativo. Por fim, a aplicação de Si 
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também promoveu a expressão relativa de genes relacionados com a absorção e 
transporte de nutrientes (NRT1, NRAMP6 e FaNIP2-1) e stress oxidativo (OMT). Este 
estudo permitiu uma melhor compreensão do efeito de tratamentos de nutrição a nível 
morfológico, físico-químico e molecular em diferentes sistemas. Poderá ser utilizado no 
futuro para novos estudos envolvendo novas cultivares de morango, mas também para 
novas culturas, e em diferentes sistemas de cultivo. 
Palavras-chave: Bioestimulante, Cálcio, Morangueiro, Silício, Expressão 
genética 
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Abstract 
The increase in strawberry (Fragaria x ananassa Duch.) consumption lead to the 
need of developing and implementing new forms of production to increase plant productivity 
and development and greater nutrient absorption for biotic and abiotic stress resistance.  
New techniques to improve these parameters have been proposed. They include 
the application of biostimulants or minerals like calcium (Ca) or silicon (Si). However, little 
is known about the effects of these agents on the molecular responses by the strawberry 
plants, in particular the genes involved in mineral nutrition and photosynthetic response. 
To understand the plants’ response to the application of biostimulant, Ca and Si in 
strawberry plants grown in soil or semi-hydroponics and potentiate the quality of the 
strawberry, we analysed the behavior of strawberry plants from ‘Portola’ cultivar on the level 
of physico-chemical, morphological and molecular parameters in leaves and roots grown in 
soil and semi-hydroponic conditions. 
As such, we performed 2 experiments. First, we tested the application of a 
commercial biostimulant (3 L/ha, every 15 days) and Ca (5 L/ha, every 7 days) in soil 
conditions. On the other experiment, we studied the effect of Si application per se (1 L/ha, 
every 15 days) or combined with Ca (1 L/ha of Si + 5 L/ha of Ca, every 15 days) in 
hydroponic conditions. 
We found that the application biostimulant and Si increased the leaf dry weight and 
total dry weight by 82% and 59% respectively. Ca application promoted the accumulation 
of Ca and iron (Fe) in roots by 3 and 2 times respectively and only Ca in leaves (52%). 
There were no significant changes for the rest of the analysed nutrients. Generally, in leaves 
and roots form plants grown in soil, the application of biostimulant promoted the relative 
gene expression of genes associated with nutrient absorption and transport (CDPK2, 
MYB59, NIA1, MOT1 PHO1) and photosynthetic apparatus maintenance (FNR and TK). Ca 
application also induced the expression genes for nutrient transport (CDPK2 and CAM) and 
photosynthetic apparatus maintenance (FNR and TK). In the semi-hydroponic system, Ca 
application promoted the expression of genes for nutrient absorption and transport (MOT1 
e FaNIP2-1) and oxidative stress (OMT). The combined application of Si with Ca induced a 
greater number of genes associated with nutrient absorption and transport (CAM, MYB59, 
NRT1, MOT1, PHO1 e FaNIP2-1) and the oxidative stress gene LOX. Finally, the Si 
application promoted the relative expression of genes associated with nutrient absorption 
and transport (NRT1, NRAMP6 e FaNIP2-1) and oxidative stress (OMT). 
This study enabled us to better understand the effects of nutrition treatments at the 
morphological, physico-chemical and molecular level in different systems.  
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They can be used in the future for new studies involving new strawberry cultivars, 
as well as new cultures and in different culture systems.  
Key words: Biostimulant, Calcium, Strawberry, Silicon, Gene expression
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OMT – O-metiltransferase 
P – Fósforo 
p/v – Percentagem peso por volume 
P2O5 – Pentóxido de fósforo 
PCR – Polymerase chain reaction (reação em cadeia da polimerase) 
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PHO1 – Transportador de fosfato 
PO – ‘Portola’ 
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solo) 
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vol – Volume 
ZIP2 – Proteína transportadora de zinco 2 
Zn – Zinco 
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1. Introdução 
Introdução Geral  
O morango (Fragaria x ananassa Duch) é um fruto com excelentes características 
organoléticas, produzido para consumo em fresco e para indústria. O seu perfil nutricional é 
muito completo, por conter componentes dietéticos importantes, incluindo vitaminas, 
minerais, ácido fólico e fibras, e são uma fonte de compostos flavonóides e antocianinas 
(Panico et al., 2009; Ariza et al., 2016). Este fruto é também rico em vitamina C, potássio 
(K), cálcio (Ca) e fósforo (P) (Giampieri et al., 2012). Pelo seu importante impacto no 
mercado, ao longo dos últimos anos, tem havido cada vez mais preocupação em melhorar 
alguns atributos qualitativos deste fruto, por forma a conferir maior atratividade para o 
consumidor. Estes estão relacionados com a cor, o brilho, o calibre, a firmeza, o teor de 
sólidos solúveis, o pH e o índice de matéria seca (Mditshwa et al., 2017). 
O melhoramento destas qualidades pode ser alcançado através de fertilização, que 
permite o fornecimento de elementos minerais essenciais para o funcionamento de enzimas 
e para a regulação do grau de hidratação do protoplasma e da atividade biológica de 
proteínas (Santos, 1991). Em particular, o Ca desempenha diversas funções fisiológicas 
fundamentais na planta, potencia o crescimento das raízes e atua nos processos 
relacionados com as alterações na composição química e física dos frutos (Belge et al., 
2017). Este nutriente promove também o desenvolvimento e a expansão dos tecidos 
vegetais, por estar envolvido no mecanismo de regulação que dá origem à parede celular, 
sendo também responsável por manter a sua resistência (Hepler e Winship, 2010). 
Com um papel ainda pouco conhecido no desenvolvimento e crescimento das 
plantas, o silício (Si) parece ter um impacto positivo na biologia vegetal. Os estudos são 
ainda inconclusivos relativamente à associação do Si com a atividade metabólica ou 
fisiológica das plantas, portanto este não é caracterizado como um elemento essencial 
dentro das plantas (Guo et al., 2013). No entanto, há uma evidência crescente de que o Si 
é benéfico na promoção do crescimento e produção de plantas (Korndörfer et al., 1999; 
Prado et al., 2001), em particular no morangueiro (Wang & Galleta, 1998), na mitigação de 
stresses bióticos, como pragas (Menzies et al., 1991; Guevel et al., 2007; Kanto et al., 2007; 
Shetty et al., 2012) e doenças (Menzies et al., 2001); e abióticos, como salinidade (Lee et 
al., 2010; Parande et al., 2013), seca (Kim et al., 2011), toxicidade de metais (Marcshner, 
1995; Liang et al., 2007), desequilíbrio de nutrientes (Ma e Takahashi, 2002), radiação (Ma 
e Yamaji, 2006, 2008) e clima adverso (Epstein, 1994).  
Como uma alternativa mais sustentável à utilização de reguladores de crescimento 
de síntese, têm sido desenvolvidos e testados novos compostos denominados 
                                                                                                 FCUP 
Estudo do efeito da nutrição em Fragaria x ananassa Duch. cv. Portola: análise das respostas 
moleculares 
 
  
 
    
 
2 
bioestimulantes, que são derivados de produtos naturais e contêm substâncias bioativas 
e/ou microrganismos. A sua função, quando aplicados em pequenas quantidades à planta 
ou à rizosfera, é estimular processos naturais para promover a eficiência do uso de 
nutrientes e a tolerância a múltiplos stresses, resultando no aumento do rendimento das 
culturas e/ou na melhoria da qualidade dos produtos (EBIC, 2013). Têm sido amplamente 
testados no melhoramento nutricional, da aparência, do sabor ou da textura de culturas de 
frutos (Mahmood et al., 2017; Soppelsa et al., 2019). Geralmente, são elaborados à base de 
extratos de algas e, devido à sua composição à base de substâncias naturais, potenciam a 
produtividade e a qualidade nas culturas na área da fruticultura e horticultura (Wang e 
Carvalho, 2018). 
O melhoramento das culturas pode também ser conseguido através de programas 
de melhoria genética, já testados para o sabor, a textura, a cor, a resistência a pragas, 
havendo já mais de 40 programas em funcionamento (Chandler et al., 2012). O estudo da 
expressão de genes na cultura de morango pode ser utilizado com diferentes finalidades. 
Por um lado, a expressão de determinados genes relacionados com a resposta ao stress 
pode ser utilizada na avaliação da eficiência de um tratamento de fertilização (Ojeda-Real 
et al., 2009; Mozafari et al., 2018; Zhen et al., 2018; Langer et al., 2019); por outro lado, a 
identificação de marcadores moleculares para o valor nutricional das plantas permite o 
desenvolvimento de programas de biofortificação que podem utilizar técnicas de 
melhoramento convencional ou técnicas transgénicas no melhoramento das culturas 
(Mimmo et al., 2017; Valentinuzzi et al., 2018). O melhoramento de plantas é uma das 
abordagens mais utilizadas para desenvolver novas variedades com características 
agronómicas específicas e melhores qualidades nutricionais (Farnham et al., 1999; 
Unnevehr et al., 2007). Nas últimas décadas, têm sido realizados muitos estudos sobre 
biofortificação, com o objetivo específico de aumentar a concentração de micronutrientes 
nas partes comestíveis de diferentes espécies vegetais (Mimmo et al., 2017; White e 
Broadley, 2005). Mais recentemente, a biofortificação de Si tem sido bem sucedida em 
diferentes tipos de plantas (D'Imperio et al., 2017; Gottardi et al., 2012; Montesano et al., 
2016) e os morangos surgem como uma cultura com interesse para a aplicação destas 
técnicas para a biofortificação de Si, pois consegue obter uma alta percentagem de absorção 
deste, o que de fato também aumenta as qualidades nutracêuticas dos frutos (Valentinuzzi 
et al., 2018). 
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Objetivos 
O presente trabalho teve como objetivo geral o estudo de fatores moleculares 
relacionados com a nutrição mineral em plantas de morango, por forma a determinar o 
melhor tipo de tratamento de nutrição. Para tal, analisou-se o comportamento de plantas de 
morango da cultivar ‘Portola’ ao nível de parâmetros físico-químicos, morfológicos e 
moleculares de folhas e raízes, em condições de solo e de semi-hidroponia. 
 
Este estudo foi dividido em duas experiências distintas, cujos objetivos específicos 
foram: 
Experiência I - comparar o efeito da aplicação de tratamentos de bioestimulante e Ca 
por via radicular em plantas crescidas em solo, em dois anos de cultura, ao nível de diversos 
parâmetros físico-químicos e morfológicos; e 
Experiência II - testar o efeito da aplicação, via radicular, de Si, Ca, bioestimulante, 
e Ca e Si combinados, em condições de semi-hidroponia, ao nível de diversos parâmetros 
físico-químicos e morfológicos; 
 
Em ambas as experiências pretendeu-se: 
- Compreender o impacto nutricional destes tratamentos nas folhas, raízes e frutos; 
- Analisar a expressão diferencial de genes relacionados com a nutrição vegetal, 
manutenção do aparelho fotossintético e stress oxidativo nas folhas e raízes de 
morangueiro; 
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2. Revisão Bibliográfica 
2.1. A cultura do morango 
O morangueiro é uma planta perene, dicotiledónea e não caducifólia. O morangueiro 
moderno Fragaria x ananassa Duchesene (Figura 1) (família Rosaceae) é uma espécie 
híbrida que domina a produção comercial mundial (Hokanson e Maas, 2001). Esta espécie 
resultou do cruzamento entre Fragaria chiloensis (L) Duchesene e Fragaria virginiana 
Duchesene. Após hibridações posteriores, desde 1850, a moderna Fragaria x ananassa 
desenvolveu-se com a fruta grande, perfumada e saborosa que é comum hoje em dia (Maas, 
1998). O género Fragaria consiste em aproximadamente 20 espécies, com um número 
cromossómico básico (X = 7) (Staudt, 1989; Jones, 1995). Para distinguir entre espécies, o 
número de pares destes cromossomas deve ser determinado, sendo que as espécies de 
plantas de morango podem ser diplóides, tetraplóides, haplóides e octoplóides. O morango 
cultivado (Fragaria x ananassa) é octoplóide (Marta et al., 2004). O morangueiro é uma 
planta do reino Plantae, classe Magnoliopsida, ordem Rosales, família Rosaceae, género 
Fragaria e espécie ananassa. (Anon, 2012a).   
 
Figura 1 - Diagrama de uma planta de morango (adaptado de strawberrygardenproject.blogspot.com). 
 
2.1.1. Morfologia da planta 
O morangueiro é uma planta herbácea, com raízes fasciculadas e superficiais. A 
planta adulta possui usualmente entre 20 a 35 raízes primárias e milhares de raízes laterais. 
As raízes desenvolvem-se a partir da coroa onde o tecido da coroa entra em contacto com 
o solo (Figura 2). O caule é um rizoma estolhoso, curto, com formato cilíndrico e retorcido 
que se ramifica e do qual emergem em roseta as folhas trifoliadas, formando o conjunto que 
se designa “coroa”. A planta é constituída por uma ou mais coroas onde crescem, em cada 
Folha
Coroa
Raízes
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5 
uma delas, folhas, inflorescências, coroas ramificadas, estolhos e raízes adventícias (Pritts 
e Handley, 1998; Palha, 2005). 
As folhas trifoliadas são de cor verde, mate ou brilhante, de acordo com as 
variedades. A taxa de emergência das folhas depende principalmente da temperatura, 
sendo maior na Primavera e Verão do que no Outono. Cada folha vive normalmente entre 
um a três meses. O estolho é um ramo especializado que difere de um ramo-coroa. O 
primeiro e segundo entrenó do estolho alongam-se por vários centímetros, terminando cada 
um, numa bráctea e num gomo axilar. O terceiro e os sucessivos entrenós são muito curtos, 
possuindo normalmente folhas trifoliadas com gomos axilares, constituindo as plantas-filhas 
(Palha et al, 2005). 
As inflorescências da planta dão origem a flores hermafroditas, possuindo 
geralmente cinco sépalas e cinco pétalas, responsáveis pela formação dos frutos. As flores 
primárias de cada inflorescência são as primeiras a originar frutos, seguindo-se as flores 
secundárias, terciárias e quaternárias (Palha, 2005). 
A fecundação dos óvulos é feita pelo pólen da mesma flor ou de flores da mesma ou 
de plantas diferentes. Assim, como resultado da fecundação do óvulo dos vários carpelos 
desenvolve-se um fruto composto, que é um múltiplo de aquénios. Na terminologia comercial 
e comum, designa-se por morango, fruto do morangueiro, o conjunto constituído pelo 
recetáculo e os aquénios (Palha et al, 2005). O tamanho do fruto está muito relacionado com 
o número de aquénios/fruto. Quanto maior for o número de aquénios polinizados maior é o 
fruto (Lopes, 1991). 
 
 
Figura 2 - Planta adulta de morangueiro (Palha, 2005). 
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2.1.2. Fases do ciclo vegetativo 
O desenvolvimento do morangueiro depende da evolução dos seus gomos terminal 
e axilares, que evoluem de uma forma dependente entre si. A transformação de um gomo, 
numa planta do morangueiro, depende do estado em que se encontra o meristema.  
O ciclo fisiológico do morangueiro engloba três fases de desenvolvimento do 
meristema:  
1) Período de dormência (repouso vegetativo), durante o qual o gomo está dormente; 
2) Crescimento vegetativo, onde existe a produção de folhas, coroas ou estolhos;  
3) Reprodutiva, que resulta na evolução do gomo em inflorescência.  
Em condições naturais, o crescimento e desenvolvimento do morangueiro é 
controlado essencialmente pela ação do fotoperíodo e temperatura (Palha, 2005). Para esta 
cultura a temperatura ótima, ao nível das raízes, situa-se entre os 17 e 30 ⁰C. No Outono, 
após estabelecido o sistema radicular, na fase de repouso vegetativo, as temperaturas 
inferiores a 15⁰C são favoráveis à acumulação das reservas nas raízes e no rizoma. No final 
da estação outonal e início do Inverno as plantas entram em dormência e, se este requisito 
não for preenchido, poderá afetar os níveis de produção (Palha, 2005). Mais ainda, 
consoante as necessidades de frio e a resposta da planta ao fotoperíodo pode-se classificar 
diferentes tipos de cultivares. Os órgãos vegetativos do morangueiro são muito resistentes 
às geadas suportando temperaturas de -10 ºC a -15 ºC durante várias horas (Almeida, 2006). 
Em contraste, as flores são muito sensíveis, sendo destruídas a temperaturas inferiores a 0 
⁰C. 
 
2.1.3. Reprodução de plantas 
A reprodução pode ser vegetativa, através dos estolhos (Figura 2) que formam as 
plantas filhas, ou sexuada, por meio das sementes que estão contidas nos aquénios. A 
propagação vegetativa é utilizada comercialmente, enquanto que as sementes são usadas 
com a finalidade de melhoramento genético (Darrow, 1966; Hancocket al., 1989). 
Esses estolhos (Figura 2) produzem raízes quando entram em contato com o solo e, 
em seguida, podem ser destacados da planta-mãe. O desenvolvimento do estolho é 
estimulado por dias longos e temperaturas quentes. Portanto, os estolhos emergem 
principalmente durante os meses de verão. As plantas por estolhos são o principal meio de 
propagação de morangos comercialmente. Estolhos que se enraízam durante o verão são 
desenterrados no final do outono e armazenados em um local fresco por volta de 0 ºC até à 
primavera para o plantio (Handley, 1998).  
Podem-se produzir dois tipos de plantas: 
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• Plantas frescas: são colhidas diretamente no viveiro em Outubro-Novembro e logo 
plantadas no local definitivo; 
• Plantas “frigo”: são plantas colhidas no viveiro em Dezembro-Janeiro e mantidas 
em câmaras frigoríficas até à plantação.  
No caso das plantas frescas, para as condições do nosso país, é necessário que a 
produção seja feita em altitude, a cerca de 800 m, para proporcionar às plantas o número 
de horas de frio necessário, para que quando sejam plantadas iniciem desde logo o seu ciclo 
vegetativo (Lopes, 1991). 
 
2.1.4. Cultivares de morango 
Tal como descrito anteriormente, a floração nas cultivares de morangueiro depende 
do fotoperíodo e da temperatura (Lopes e Simões, 2006). Assim, tendo em conta as 
diferentes respostas das plantas, quando expostas a estes dois fatores, as cultivares 
classificam-se em:  
• Cultivares de dias curtos (DC) ou não remontantes: florescem quando há redução 
na duração do dia (com fotoperíodos entre 8 a 11 horas) ou na temperatura (abaixo dos 15 
oC formam gemas florais independente do fotoperíodo). Deste modo a indução floral dá-se, 
normalmente, no final do verão, e o desenvolvimento das inflorescências ocorre na 
primavera seguinte, com colheita dos frutos em Maio e Junho (Guttridge, 1985; Sonsteby, 
1997).  
• Cultivares de dias neutros (DN): apresentam uma menor sensibilidade ao 
fotoperíodo em comparação com as de dias curtos, estando controladas principalmente pela 
temperatura. Emitem gemas florais sempre que a temperatura esteja abaixo dos 28 ºC 
(Durneret al., 1984; Guttridge, 1985; Galletta e Bringhurst, 1990), até que as baixas 
temperaturas paralisem as suas atividades (Demchak et al., 2014).  
• Cultivares de dias longos (DL) ou remontantes: iniciam a emissão floral quando 
os fotoperíodos são superiores a 12 horas (Darrow, 1966), frutificando assim em duas 
épocas do ano, na Primavera e no Outono. Porém, atualmente essas plantas têm pouca 
importância comercial.  
A grande maioria das cultivares modernas de morangueiro Fragaria x ananassa 
Duch. é de dias curtos ou dias neutros (Hancocket al., 1990). Em particular, a cultivar 
‘Portola’ é considerada uma cultivar de dias neutros, sendo muito produtiva em função do 
alto potencial de floração, com uma boa resistência a doenças, apresenta um bom 
rendimento e uma fruta com boa qualidade e sabor em comparação com outras cultivares 
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(Shaw e Larson, 2009). Os seus frutos apresentam uma coloração vermelho mais claro 
aproximando-se a um vermelho rosado e polpa mais esbranquiçada (Shaw e Larson, 2009). 
 
2.1.5. Produção e importância económica do morango  
O morango é produzido nas mais variadas regiões do mundo, com maior 
predominância nas regiões do Hemisfério Norte. A conjugação de novas variedades, com 
maiores potencialidades agronómicas e adaptadas a condições edafo-climáticas distintas, 
com a diversidade dos sistemas de produção existentes permitiu que, hoje em dia, o 
morango se encontre disponível o ano inteiro em todo o mundo (Palha, 2007). 
 
• Produção a nível mundial 
A produção de morango tem vindo a aumentar ligeiramente nos últimos anos, a nível 
mundial (Figura 3). 
 
Figura 3 - Produção total de morango a nível mundial - Quantidade, em toneladas, no período de 2013 a 
2017 (FAOSTAT, 2019). 
 
Relativamente à distribuição da produção de morango pelos continentes, em 2017, 
foi mais predominante no continente asiático (4,29 milhões de toneladas), dominando quase 
metade da produção total desse ano (8,57 milhões de toneladas). Neste continente, o país 
com maior produção é a China, com 3,4 milhões de toneladas (FAOSTAT, 2019). A América 
e a Europa representaram uma produção de 2,10 milhões de toneladas e 1,66 milhões de 
toneladas, respetivamente (FAOSTAT, 2019). Tanto a Oceânia como a África têm 
produções pouco significativas (FAOSTAT, 2019). 
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• Exportações/importações a nível mundial 
Em 2016, os EUA foram o maior importador de morango com 154 829 toneladas, 
apesar de serem também o segundo maior produtor. Na Europa, distinguem os países 
Alemanha, que foi a segunda maior importadora no ano de 2016, tendo uma produção de 
apenas 145 299 toneladas (FAOSTAT, 2019) e a Espanha, que teve o maior nível de 
exportação de morango do mundo, com 314 256 toneladas (FAOSTAT, 2019). 
Os Países Baixos e a Bélgica são países com níveis de produção de morango de 57 
500 toneladas e 45 000 toneladas, respetivamente (FAOSTAT, 2019), com elevados níveis 
de exportação. 
 
• Produção em Portugal 
A produção de morango em Portugal (Figura 4), de 2013 a 2014, apresentou um 
aumento, das 12 841 para as 14 811 toneladas. Após 2014 houve um decréscimo na 
produção, para as 9 659 toneladas de morango produzido. Entre 2015 e 2016 houve 
novamente um ligeiro crescimento na produção de morango, de 9 659 para as 10 753 
toneladas, contudo, a partir de 2016 a produção de morango tem continuado a decrescer 
(FAOSTAT, 2019). 
  
 
Figura 4 - Produção total de morango em Portugal- Quantidade, em toneladas, no período de 2013 a 2017 
(FAOSTAT, 2019). 
 
Portugal tem uma área de produção de morango pequena, tendo vindo a diminuir de 
ano para ano. Entre o ano 2013 e 2017 a área de cultivo foi sempre inferior aos 600 hectares. 
Em 2014, houve um pico de área de produção de morango (575 hectares) mas, a partir de 
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2015, tal como na produção total desse ano, houve uma descida bastante acentuada (321 
hectares) (FAOSTAT, 2019). 
 
• Exportações/importações em Portugal 
Relativamente aos níveis de exportação, em 2013, Portugal tinha um valor de 3 622 
toneladas, atingindo o seu pico em 2014 (5 274 toneladas). A partir de 2014, tal como se 
havia verificado relativamente à produção e área de produção, as exportações têm vindo a 
decrescer (FAOSTAT, 2019). Em contrapartida, as importações têm vindo a aumentar, 
estando atualmente nas cerca de 17 mil toneladas de importação (FAOSTAT, 2019). 
 
2.3. Sistemas de cultivo 
A evolução na produção de morango tem vindo a ser mais evidente na última década. 
O surgimento de novas técnicas de cultivo (Palha et al., 2005), bem como novas cultivares 
adaptadas aos diferentes sistemas de cultivo, têm servido de alavanca para a adoção de 
sistemas mais rentáveis, não sendo necessário a utilização de tantos recursos (terra, água 
e nutrientes) (Savvas et al., 2013). 
 
2.3.1. Sistema de Produção em Solo 
A cultura do morango é muito sensível ao encharcamento durante os meses de 
inverno (Miranda e Fernandes, 2001). No solo, devem ser instalados camalhões altos, bem 
formados e revestidos com plástico de polietileno evitando assim a germinação de grande 
parte das espécies infestantes (Almeida, 2006). Esta técnica tem como vantagens, permitir 
o aquecimento do solo que envolve o sistema radicular fomentando a precocidade da 
produção, permitir uma maior drenagem do solo, reduzindo a asfixia radicular e promover 
um melhor arejamento e ventilação das plantas, reduzindo a incidência de doenças 
provocadas por fungos do solo e permitir maior facilidade de colheita (Almeida, 2006). 
O morangueiro adapta-se a quase todos os tipos de solos, mas prefere os franco-
arenosos, os argilo-arenosos, os franco-argilosos e os franco-argilo-arenosos (Palha, 2005). 
Os solos devem ser bem drenados e arejados, mas com humidade e ricos em matéria 
orgânica. Esta planta, adapta-se melhor a solos ligeiramente ácidos, com valores de pH 
situados entre 6,0 a 6,5, sendo necessário por vezes correção através de calagem (Miranda 
e Fernandes, 2001). A planta é muito sensível ao encharcamento e à salinidade (do solo e 
da água) pelo que devem ser evitados os solos muito argilosos e solos salinos (Palha, 2005). 
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2.3.2. Sistema de Produção sem Solo 
Os cultivos sem solo representam uma alternativa à cultura convencional, na 
obtenção de produtos de maior qualidade, mais uniformes, com maior produtividade, menor 
custo de mão-de-obra, e menor gasto de água, além de preservarem o meio ambiente 
(Andriolo, 1999). 
No cultivo sem solo podemos encontrar o cultivo hidropónico e semi-hidropónico. 
Enquanto no sistema hidropónico não existem outros meios para suportar as raízes das 
plantas, no sistema semi-hidropónico é utilizado um substrato como meio de suporte 
(Branco, 2011). Ambos os sistemas satisfazem as necessidades hídricas e nutricionais das 
plantas através do fornecimento de uma solução nutritiva por intermédio de um sistema de 
fertirrega (Branco, 2011). 
No caso do sistema semi-hidropónico, o substrato é um material que suporta 
fisicamente o sistema radicular da planta, possibilitando a sua fixação e desenvolvimento, e 
pode constituir-se por matéria inorgânica, como a lã de rocha, ou orgânica, como a turfa, a 
casca de pinheiro e a fibra de coco, ou misturas das mesmas (Branco, 2011). O sucesso da 
produção de morango em substrato depende, em grande parte, de uma gestão correta da 
rega e fertilização. Para otimizar a utilização de água e de nutrientes, pode reaproveitar-se 
a solução drenada através de um sistema fechado, usando-a no próprio cultivo, ou de um 
aberto, aplicando-a noutra cultura (Branco, 2011). Este sistema de produção promove a 
possibilidade de realizar plantações de elevada densidade, assim como o sistema 
hidropónico, com 10 a 14 plantas/m2 em comparação com as 5 a 6 plantas/m2 usadas na 
produção em solo, permitindo alcançar uma produtividade por unidade de área mais 
elevada, embora a produtividade por planta diminua (Rosa et al, 2008). Existem, também, 
estruturas de suporte com dois patamares que comportam densidades de 22 a 25 
plantas/m2. Este aumento de produtividade por unidade de área possibilita uma mais rápida 
amortização do investimento e uma redução dos custos de produção (Branco, 2011). 
Em qualquer sistema de fertirrega, hidroponia, semi-hidroponia e solo, a quantidade 
de fertilizante necessária varia consoante a rega. A quantidade de fertilizantes é 
determinada em função do tipo de composto utilizado, pH e condutibilidade da água 
adubada, temperatura, época do ano, entre outros fatores (Rocca, 2014). 
 
2.4. Fertilização 
A fertilização do morangueiro é uma das principais práticas responsáveis pelo 
aumento da produtividade e da qualidade do fruto (Vignolo et al., 2011; Artyszak, 2018). 
Estima-se que a procura europeia por fertilizantes em 2020 seja de aproximadamente 25 
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613 mil toneladas só em N, P2O5 e K2O (FAO, 2017) demonstrando, deste modo, a sua 
importância para a economia europeia. Podem reunir-se em duas classes os elementos 
necessários ao desenvolvimento das plantas: 
• Macronutrientes (necessários em maior quantidade): azoto (N), fósforo (P), 
potássio (K), cálcio (Ca), magnésio (Mg) e enxofre (S); 
• Micronutrientes (necessários em menor quantidade): boro (B), cloro (Cl), cobalto 
(Co), cobre (Cu), ferro (Fe), manganês (Mn), molibdénio (Mo), níquel (Ni) e zinco (Zn). 
Nem sempre estes nutrientes estão disponíveis para absorção pelas plantas. Mesmo 
quando presentes no solo, a planta pode não conseguir efetuar a sua absorção devido a 
diversos fatores, tais como, o pH do solo (Jensen, 2010) ou o cultivo intensivo do solo, que 
leva ao esgotamento e perdas de nutrientes através de lixiviação (Havlin et al., 2013). Nestas 
condições, as plantas não são capazes de retirar os elementos necessários para o seu 
desenvolvimento, afetando a qualidade do fruto, a produtividade, e em casos mais extremos 
a sobrevivência da planta (Havlin et al., 2013).  
 
2.4. Papel do Cálcio nas plantas 
O cálcio (Ca) tem um papel importante em diversas funções fisiológicas 
fundamentais na planta, principalmente nos processos relacionados com as alterações na 
composição química e física dos frutos (Belge et al., 2017). Este nutriente promove também 
o desenvolvimento e a expansão dos tecidos vegetais, por estar envolvido no mecanismo 
de regulação que dá origem à parede celular das plantas (Taiz e Zeiger, 2009), fator 
fundamental para a firmeza dos frutos. É também um constituinte estrutural importante, 
responsável por manter a resistência da planta (Hepler e Winship, 2010). 
A adição de cloreto de cálcio (CaCl2) em morangueiro induz uma absorção de Ca 
mais eficaz e resulta numa maior firmeza dos frutos na pré-colheita (Garcia et al., 1996) e 
na pós-colheita (Rosen e Kader, 1989; Garcia et al., 1996; Morris et al., 1985). 
O processo de amolecimento dos frutos é atribuído a alterações que ocorrem na 
composição da parede celular, particularmente ao nível da hidratação dos géis de pectina, 
que resulta na perda de resistência e elasticidade. No caso dos morangos, a retenção de 
água na parede celular ocorre durante o amadurecimento, o que resulta num fruto com 
textura macia (Redgwell et al., 1997). A acumulação e a distribuição do Ca no fruto são 
altamente dependentes das vias físicas e moleculares de circulação da água e do impacto 
que a sinalização do Ca pode ter nas interações da parede celular, nomeadamente na 
regulação do Ca2+ entre o citoplasma e a parede (Hocking et al., 2016). Os fatores que 
influenciam a acumulação e a distribuição do Ca nos frutos incluem: o fluxo de água no 
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xilema, através do processo de transpiração (o Ca2+ apresenta falta de mobilidade no 
floema); a competição entre iões pelos sítios de ligação nas paredes dos vasos do xilema; 
a formação de complexos pouco solúveis ou insolúveis (como carbonato, sulfato, fosfato, 
silicato, citrato, malato e oxalato); e os mecanismos celulares de transporte de água 
(Franceschi e Nakata, 2005; Saure, 2005; Dayodet al., 2010). No caso dos frutos, que 
possuem baixas taxas de transpiração e, consequentemente, baixas taxas de transporte no 
xilema, quando comparados com o resto da planta, a distribuição do Ca torna-se mais 
limitada.  
Em solos com níveis insuficientes de Ca, o rendimento e a qualidade das culturas 
podem ser reduzidos, resultando em dispendiosas perdas económicas (White e Broadley, 
2003; González-Fontes et al., 2018). Quando a concentração de Ca é baixa, ocorrem 
deficiências locais deste elemento originando a necrose dos tecidos ou a rutura da parede 
celular. Por outro lado, o excesso de fertilização com Ca reduz a acidez dos frutos, 
independentemente da cultivar, e contribui para a perda da qualidade visual dos frutos após 
a colheita (Nestby et al., 2005). Estas concentrações elevadas de Ca nos tecidos podem 
também resultar em toxicidade para as células, que desenvolvem paredes celulares 
excessivamente rígidas e anomalias no desenvolvimento dos frutos (Cybulska et al., 2011).  
O Ca em solução pode ser encontrado complexado ou na forma livre, sob a forma 
de Ca2+ entrando em contacto com as raízes por fluxo de massa. A concentração de Ca nos 
tecidos vegetais varia de acordo com as condições de crescimento (solo, pH e fatores 
climáticos), órgão vegetal, idade ou espécie (Fageria, 2016). Normalmente 70%–90% do Ca 
absorvido pelo morangueiro desloca-se para as folhas, enquanto que 10%–30% fica 
depositado na raíz (Conn e Gilliham, 2010).  
 
2.5. Papel do Silício nas plantas 
O silício (Si) é um dos elementos mais abundantes na superfície da terra e na maioria 
dos solos (Epstein, 1999). É facilmente absorvido pelas plantas e está frequentemente 
presente em concentrações relativamente altas nos tecidos vegetais (Epstein, 1999; 
Artyszak, 2018). Em algumas plantas, a concentração de Si às vezes excede as 
concentrações de N e K (Epstein, 1994). No entanto, mesmo quando presente em grandes 
quantidades, é o único elemento que não é prejudicial para as plantas (Takahashiet al., 
1990).  
Um dos efeitos benéficos mais estudados do Si na saúde das plantas é o seu papel 
na redução da suscetibilidade a doenças fúngicas (Menzies et al., 1991; Kanto et al., 2006; 
Kanto et al., 2007; Guevel et al., 2007; Shetty et al., 2012). O mecanismo pelo qual este 
protege as plantas de ataques fúngicos não é bem compreendido e, embora tenha sido 
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usado durante séculos para prevenir doenças na agricultura (Belanger et al., 1995; Artyszak, 
2018), o seu possível papel na fisiologia das plantas e na prevenção de doenças exige mais 
estudos e investigação. A suplementação com Si aumenta as taxas de crescimento (Ma et 
al., 2002) e o rendimento das plantas (Ma e Takahashi, 2002). Mais ainda, a deposição de 
Si nos tecidos vegetais diminui a taxa de transpiração e aumenta a espessura e a força do 
caule (Epstein 1994; Artyszak, 2018). 
Outros efeitos benéficos do Si incluem aumento do crescimento em algumas plantas 
(Datnoff et al., 1997; Ma et al., 2002; Artyszak, 2018) e maior tolerância a stresses 
ambientais (Epstein, 1994), como frio, calor, seca, salinidade, toxicidade mineral ou défice 
nutritivo (Ma e Takahashi, 2002; Artyszak, 2018). 
 
2.6. Papel dos Bioestimulantes nas plantas 
Os bioestimulantes são definidos como compostos derivados de produtos naturais 
que contêm substâncias bioativas e/ou microrganismos, cuja função é estimular 
mecanismos naturais, promovendo a eficiência do uso de nutrientes e a tolerância a vários 
stresses e/ou melhoramento de características de qualidade da cultura, independentemente 
do seu teor de nutrientes (Jardin, 2015; Guerreiro, 2018).  
Estes estão disponíveis numa variedade de formulações e com ingredientes 
variados, mas geralmente são classificados principalmente em três grupos com base na sua 
fonte e conteúdo (Kauffman et al., 2007; Jardin, 2015). Esses grupos incluem substâncias 
húmicas (HS), produtos com adição de hormonas (HCP) e produtos com adição de 
aminoácidos (AACP).  
A aplicação de bioestimulantes leva a um aumento da taxa de germinação de 
sementes e do crescimento de raízes (Canellas et al., 2002; Zandonadi et al., 2007; Khan et 
al., 2009), garantindo uma maior eficiência nutricional (Jardin, 2015). O estabelecimento 
precoce da cultura, melhoria de desempenho e produtividade, alta resistência a stresse 
biótico e abiótico, e maior vida útil de produtos perecíveis também são outras das vantagens 
do uso de bioestimulantes (Jardin, 2015). 
 
2.6.1. Extrato de algas marinhas 
A utilização de algas marinhas como fonte de matéria orgânica e como fertilizante é 
antiga na agricultura, mas os efeitos dos bioestimulantes foram registados apenas 
recentemente (Wang e Carvalho, 2018). Isso estimula o uso comercial de extratos de algas 
e compostos purificados, que incluem os polissacarídeos laminaria, alginatos e 
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carragenanas, sendo por isso classificados dentro do grupo UVCB (substâncias de 
composição desconhecida ou variável, produtos de reação complexos ou materiais 
biológicos) (Jardin, 2015). Existem, atualmente, mais de 47 empresas que produzem e 
comercializam extratos de algas para uso agrícola (Wang & Carvalho, 2018).  
As algas marinhas atuam em solos e plantas (Craigie et al., 2008; Khan et al., 2009; 
Craigie, 2011). Estas possuem atividade direta na proteção vegetal contra fitopatogéneos e 
promovem a produção de moléculas bioativas capazes de induzir a resistência nas plantas 
(Talaminiand e Stadnik, 2004). 
Outros constituintes que contribuem para a promoção do crescimento vegetal 
incluem macronutrientes (sobretudo N e K, mas também Ca e P) e micronutrientes (Fe, Cu, 
Zn, B, Mn, Mo e Co e/ou Bo) (Khan et al., 2009; Guerra, 2018), metabolitos, vitaminas e 
aminoácidos (McHugh, 2003; Pise et al., 2010) e ainda reguladores de crescimento 
(citocininas, auxinas, giberelinas, betaínas e ácido ascórbico) (Guerra, 2018). A riqueza das 
algas nestes compostos explica o crescente interesse da comunidade científica e da 
indústria. A maioria das formulações contêm algas castanhas (ou pardas), principalmente 
Ascophyllum nodosum, Fucus spp. e Laminaria spp. (Van Oosten et al., 2017), utilizando-se 
também Sargassum spp. e Turbinaria spp. (Khan et al., 2009). 
No caso particular do morango, a aplicação de extrato da alga A. nodosum promoveu 
diferenças significativas sobre a produtividade e número de frutos (Silva, 2011; Alam et al., 
2013) e rendimento (Spinelli et al., 2010). No entanto, outro estudo demonstrou resultados 
contraditórios, tal como a diminuição na firmeza dos frutos de morango após a aplicação de 
bioestimulante com extrato da alga A. nodosum (Masny et al 2004). 
A composição dos extratos de algas pode divergir em função da origem e espécie de 
alga, época de colheita, tecnologia de produção e adição de outros compostos (Wang e 
Carvalho, 2018), pelo que poderá ter um efeito diferente nas plantas. Além da sua interação 
com os genótipos e o ambiente (Jardin, 2015), o modo de ação dos extratos de algas não é 
ainda totalmente conhecido (Silva, 2015; Wang e Carvalho, 2018). 
 
2.7. Regulação genética 
Na compreensão do efeito dos bioestimulantes e da fertilização com Ca e Si na 
planta do morangueiro, ainda existe uma lacuna importante na informação relativa ao efeito 
destes agentes na regulação genética da planta (Huber e Bauerle, 2016; Manivannan e 
Ahn, 2017; Yakhin et al., 2017). Desta forma,  é importante analisar o efeito destes fatores 
a nível genético, uma vez que serão um bom indicador de vários processos de resposta da 
planta a estes estímulos externos, ajudando o investigador a compreender se as plantas 
estão a reagir de molecularmente de uma forma concordante com outros parâmetros mais 
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“macro”, tal como na acumulação de nutrientes minerais ou na resposta bioquímica e 
fisiológica das plantas ao stress. Nesse sentido, existem várias famílias de genes que 
podem ser impactadas aquando do tratamento das plantas com bioestimulantes, Ca e Si, 
podendo ser destacados os genes relacionados com absorção e transporte de nutrientes 
(proteína dependente de Ca (CDPK2), calmodulina (CAM), proteína MYB59, transportador 
de nitrato 1 (NRT1), nitrato redutase 1 (NIA1), nitritos redutase (NiR), proteína 
transportadora de zinco (ZIP2), transportador de molibdato 1 (MOT1), transportador de 
fosfato 1 (PHO1), transportador de metais 6 (NRAMP6) e transportador de Si (FaNIP2-1)), 
manutenção do aparelho fotossintético (ferredoxina NADP redutase (FNR) e transketolase 
(TK)) e stress oxidativo (catalase (CAT), peroxidase (APX), superóxido dismutase com 
cofator manganês (MnSOD), glutationa redutase (GR), lipoxigenase (LOX) e O-
metiltransferase (OMT). Em relação ao grupo de genes envolvidos na absorção e 
transporte de nutrientes, as CDPK formam uma classe interessante de quinases que são 
ativadas pela ligação ao cálcio (Mitra e Johri, 2000), desempenham papéis vitais na 
transferência do sinal de cálcio durante vários processos de desenvolvimento e durante 
respostas a stresses bióticos e abióticos (Feng et al, 2012). O gene CAM funciona como 
modulador através da regulação de inúmeras proteínas-alvo que desempenham papéis no 
metabolismo, transporte de iões, regulação transcricional, fosforilação de proteínas e 
outras funções críticas (Yang e Poovaiah, 2002, 2003; Ranty et al., 2006). Também, vários 
membros da classe MYB ligam Ca2+ / CaM (Popescu et al., 2007) e o fator de transcrição 
MYB59 está envolvido no crescimento das plantas e nas respostas ao stress, agindo como 
regulador negativo da sinalização e homeostase de Ca (Fasani et al., 2019). Os genes 
NRT1, NIA1 e NiR foram já associados à resposta de plantas de morangueiro ‘Festival’ e 
‘Sweet Charlie’ a diferentes níveis de suplementação de nitrato, e a sua expressão é 
geralmente aumentada nas folhas (Taghvi e Folta, 2014). O gene ZIP2 tem como função o 
transporte de Zn (Shi e Shih, 2006), o gene MOT1 tem um papel importante no transporte 
de Mo (Liu et al., 2017) e o gene PHO1 na regulação do teor de P (Fei et al., 2017) nas 
plantas de morangueiro. Mais ainda, o gene NRAMP6 tem como função o transporte 
preferencial de Cd, e pertence a uma família de transportadores de diferentes nutrientes 
como Mn, Cu, Fe, Zn, Cd, Ni e Co (Sasaki et al., 2012; Sherameti e Komal, 2015). O gene 
FaNIP2-1 está envolvido no transporte de Si na planta (Ouellette et al., 2017). Em relação 
ao grupo de genes envolvido na manutenção do aparelho fotossintético, o gene FNR está 
envolvido na fotossíntese como transportador de eletrões (Mulo, 2011), por sua vez o gene 
(TK) é uma enzima no ciclo C3 que demonstrou ter um efeito significativo na fotossíntese 
e no crescimento de plantas de tabaco (Khozaei et al., 2015). Em relação ao grupo de 
genes envolvidos no stress oxidativo, a glutationa redutase (GR) mantem o sistema de 
proteção celular íntegro através da redução da forma oxidada (GSSG) para a forma 
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reduzida (GSH), evitando a formação de radicais livres, prevenindo a ocorrência de danos 
às células das plantas (Ali et al., 2005). Durante o processo de resposta da planta aos 
stresses, é ativada a produção da enzima CAT que dissolve o H2O2 em oxigénio e água 
(Sharma et al., 2012). Também a peroxidase (APX), a qual está envolvida no ciclo 
glutationa-ascorbato, é responsável pela conversão de H2O2 em água, utilizando o 
ascorbato como doador de eletrões. O gene OMT desempenha um papel fundamental na 
biossíntese da lenhina, tolerância ao stresse e resistência a doenças nas plantas (Lam et 
al., 2007). A expressão do gene APX é regulada em resposta a stresses bióticos e 
abióticos, assim como no desenvolvimento vegetal (Caverzan et al., 2012). Por fim, o gene 
lipoxigenase (LOX) também é responsável pela degradação da membrana, porque 
catalisam a dioxigenação de ácidos gordos polinsaturados (Ali, et al 2005). 
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3. Material e Métodos 
3.1. Material vegetal e condições experimentais 
Neste ensaio foram utilizadas plantas ‘Portola’, plantadas em Dezembro de 2017 e 
Dezembro de 2018. Utilizaram-se plantas jovens com 1/2 folhas para a plantação (com 
biomassa inicial de 2,222 ± 0,596 g). As raízes foram desinfetadas na superfície por cinco 
minutos com Maestro® M (SAPEC AGRO) (250:100), enxaguadas duas vezes em água e 
secas ao ar antes do plantio para ambos os sistemas de cultivo (Ensaio Solo e Ensaio Semi-
Hidroponia). 
As plantas foram cultivadas seguindo o manuseamento convencional de fertirrigação 
com uma solução com a seguinte formulação: 187,42 kg Ca(NO3)2, 18,80 kg KNO3, 47,76 
kg K2SO4, 66,56 kg Mg(NO3)2, 53,20 kg KH2PO4 e 2,70 kg Naturmix®-Fe7 (Daymsa), 
aplicado de dezembro a junho. A fertilização foi adaptada ao sistema experimental. 
A temperatura (T) e a humidade relativa (HR) da estufa foram registadas todos os 
dias usando uma estação meteorológica (Nutricontrol, S.L. Mastia V, versão 03.01.35). 
Os tratamentos nutricionais foram aplicados no período de janeiro até à colheita final 
nas plantas designadas para cada modalidade nutricional. 
Para ambos os ensaios, a irrigação foi garantida por um sistema de irrigação por 
gotejamento, associado a um sistema fixo de irrigação, com horários definidos de acordo 
com a temperatura do ar, a fase de desenvolvimento da planta e a quantidade de 
escoamento. A água utilizada para irrigação e fertirrigação, foi de um poço subterrâneo. 
O controlo fitossanitário foi realizado quando necessário, com fungicidas e inseticidas 
recomendados pelo assessor agrícola responsável pelo projeto. 
 
3.1.1. Ensaio Solo 
No sistema de produção em solo, antes da plantação, foi feita uma preparação, 
primeiro através de uma monda mecânica, seguida por uma monda química. De seguida foi 
feita uma escarificação do solo para ajudar na sua descompactação. No final, foi feita a 
armação de camalhões e colocação de plástico de polietileno preto. Os camalhões dispostos 
em fileiras (25 cm de altura e 100 cm de largura) consistiram num solo argiloso com 12,9 % 
de argila, 32,1 % de silte e 55,1 % de areia, 3,87 % de matéria orgânica, 0,8 % de CaCO3 
ativo, 0,23 dS/m EC e um pH de 5,8. 
Um total de 12 amostras de plantas de morangueiro, cultivar ‘Portola’, foram 
plantadas (Figura 5), em condições de solo, em Dezembro de 2017 (8 plantas por cada 
parcela) e Dezembro de 2018 (16 plantas por cada parcela). Em ambos os anos, as plantas 
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foram distribuídas com um delineamento de blocos casualizados (DBC), com quatro 
parcelas replicadas por modalidade de tratamento espaçadas a 30 × 25 cm. 
 
                  Figura 5 - Planta de morangueiro cv. Portola em solo. 
 
Os tratamentos aplicados no primeiro ano, publicados previamente em Maling et al. 
(2018), consistiram em controlo (CT), no qual uma solução padrão de nutrientes foi fornecida 
via fertirrigação; bioestimulante (BIO), que consistiu na aplicação dum composto comercial 
à base de extrato de algas (Fitoalgas Green, Sapec com 16,5 p/v de Ascophyllum nodosum), 
aplicado manualmente (com uma seringa) ao nível da raíz, na concentração de 3,0 L/ha a 
cada 15 dias; e nitrato cálcio (YaraLiva Calcinit, Yara), composto de 14,4 % de azoto nítrico, 
1,1 % de azoto amoniacal e 26,5 % de óxido de cálcio, aplicado manualmente (com uma 
seringa) ao nível da raíz, na concentração de 5 Kg/ha a cada 7 dias. 
Os tratamentos aplicados no segundo ano consistiram em controlo (CT), no qual uma 
solução padrão de nutrientes foi fornecida via fertirrigação; bioestimulante (BIO), que 
consistiu na aplicação dum composto comercial à base de extratos de algas (e-Dalgin, Hubel 
verde, com Ascophyllum nodosum), composto de óxido de potássio (K2O) a 3,59 % p/v, 
ácido algínico a 1,63 % p/v, manitol a 0,54 % p/v e extrato de algas a 100 %, aplicado 
manualmente (com uma seringa) ao nível da raíz, na concentração de 3,0 L/ha a cada 15 
dias; e Ca (CA, Coda-Ca-L, Hubel verde), mais especificamente composto de óxido de cálcio 
(CaO) complexado a 10,83 % p/v, aplicado manualmente (com uma seringa) ao nível da 
raíz, na concentração de 5 L/ha a cada 7 dias (Figura 6). 
So
lo
 
1 R 
2 PO-CA-R2 PO-BIO-R3 PO-CA-R4 PO-CT-R1 
3 PO-BIO-R2 PO-CT-R4 PO-BIO-R1 PO-CA-R3 
4 PO-CT-R3 PO-CA-R1 PO-CT-R2 PO-BIO-R4 
5 R 
Figura 6 - Esquema da instalação do ensaio. Em cada célula está representada a cultivar (PO- ‘Portola), a 
modalidades de nutrição (CT- Controlo; CA- Cálcio; BIO- Bioestimulante) e por fim a repetição (R1, R2, R3 e R4). R- 
Retancha. 
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As análises de SPAD, concentração de minerais e peso seco total das plantas 
relativas à plantação de Dezembro de 2017 e respetiva recolha de Julho de 2018, foram 
previamente publicadas em Maling et al. (2018). Neste mesmo time-point foram recolhidas 
4 amostras de folhas e de raízes para cada tratamento para análise da expressão diferencial 
de genes no presente trabalho (n = 4). 
Relativamente à plantação de 2018, foi realizada uma recolha em Junho de 2019 (25 
semanas após a plantação) de um total de 24 amostras de folhas e raízes para análise da 
expressão diferencial de genes. Estas mesmas plantas foram também destinadas à análise 
de teor em matéria seca, pigmentos fotossintéticos, SPAD e determinação de minerais 
(Tabela 1). 
Tabela 1 - Visão geral das datas e análises mais importantes realizadas ao longo dos ciclos culturais 
Ano Mês Tarefa 
2017 Dezembro     Plantação e determinação de teor de matéria seca inicial  
2018 
Janeiro     Início da aplicação dos tratamentos 
Junho      Medições de SPAD 
Julho     Recolha das plantas para análise molecular e determinação de minerais   
    Determinação de teor de matéria seca final 
Dezembro     Plantação e determinação de teor de matéria seca inicial  
2019 
Janeiro     Início da aplicação dos tratamentos 
    Medições de SPAD 
Junho     Recolha de plantas para análise molecular e determinação de minerais   
    Determinação de teor de matéria seca final 
 
A concentração de nutrientes injetados no sistema de irrigação e o nível de CE foram 
ajustados durante o ciclo de desenvolvimento da cultura, de acordo com as indicações do 
assessor agrícola responsável pela monitorização do projeto. 
O sistema de irrigação foi instalado em linha simples, com um gotejador 
correspondendo a uma razão de 1,35 L/hora.  
 
3.1.2. Ensaio Semi-Hidroponia 
No sistema semi-hidropónico, o substrato era composto por 10% de turfa, 40% de 
fibra de coco e 50% de casca de pinheiro compostada, com 0,25 dS/m CE e um pH de 6,2. 
Foi feita a instalação em sacos brancos (100 x 25 x 12 cm) com camada interna preta, 
suportados por bancos trapezoidais.  
Um total de 20 amostras de plantas de morangueiro, cultivar ‘Portola’, foram 
plantadas (Figura 7), em condições de semi-hidroponia em Dezembro de 2018 (16 plantas 
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por cada parcela). As plantas foram distribuídas com um DBC, com quatro parcelas 
replicadas por modalidade de tratamento e espaçadas a 30 x 25 cm.  
 
Figura 7 - Planta de morangueiro cv. Portola em semi-hidroponia 
 
Os tratamentos aplicados consistiram em controlo (CT), no qual uma solução padrão 
de nutrientes foi fornecida via fertirrigação; bioestimulante (BIO), que consistiu na aplicação 
dum composto comercial à base de extratos de algas (e-Dalgin, Hubel verde, com 
Ascophyllum nodosum), composto de óxido de potássio (K2O) a 3,59 % p/v, ácido algínico 
a 1,63 % p/v, manitol a 0,54 % p/v e extrato de algas a 100 %, aplicado manualmente (com 
uma seringa) ao nível da raíz, na concentração de 3,0 L/ha a cada 15 dias; Ca (CA, Coda-
Ca-L, Hubel verde), mais especificamente composto de óxido de cálcio (CaO) complexado 
a 10,83 % p/v, aplicado manualmente (com uma seringa) ao nível da raíz, na concentração 
de 5 L/ha a cada 7 dias; Si (Sili-Max, Hubel verde), mais especificamente composto de 
dióxido de silício (SiO2) complexado a 38,1 % p/v, aplicado manualmente (com uma seringa) 
no nível da raíz, na concentração de 1,0 L/ha a cada 15 dias; e mix (Ca + Si), composto de 
óxido de cálcio (CaO) complexado a 10,83% p/v e composto de dióxido de silício (SiO2) 
complexado a 38,1% p/v, aplicado manualmente (com uma seringa) no nível da raíz, na 
concentração de 6,0 L/ha (5 L/ha de Ca e 1 L/ha de Si) a cada 15 dias (Figura 8). 
Se
m
i-H
id
ro
po
ni
a  
1 R 
2 PO-BIO-R3 PO-MIX-R4 PO-CT-R1 PO-CA-R1 
3 PO-CT-R4 PO-BIO-R2 PO-CA-R3 PO-MIX-R3 
4 PO-CA-R2 PO-SI-R3 PO-BIO-R4 PO-CT-R2 
5 PO-SI-R4 PO-CA-R4 PO-MIX-R1 PO-SI-R2 
6 PO-MIX-R2 PO-CT-R3 PO-SI-R1 PO-BIO-R1 
7 R 
Figura 8 - Esquema da instalação do ensaio, em cada célula está representada a cultivar (PO- ‘Portola), a 
modalidades de nutrição (CT- Controlo; CA- Cálcio; BIO- Bioestimulante; SI- Silício; MIX- Cálcio + Silício) e por fim a 
repetição (R1, R2, R3 e R4). R- Retancha. 
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Relativamente à plantação de Dezembro de 2018, foi realizada uma recolha em Abril 
de 2019 (15 semanas após a plantação) de um total de 20 amostras de folhas para análise 
da expressão diferencial de genes. Estas mesmas plantas foram também destinadas à 
análise de pigmentos fotossintéticos, SPAD e determinação de minerais. Foi realizada uma 
segunda recolha em Junho de 2019 (25 semanas após a plantação) de um total de 20 
amostras de plantas para análise de teor em matéria seca (Tabela 2). 
Tabela 2- Visão geral das datas e análises mais importantes realizadas ao longo do ciclo cultural 
Ano Mês Tarefa 
2018 Dezembro      Plantação e determinação de teor de matéria seca inicial  
2019 
Janeiro Início da aplicação dos tratamentos 
Medições de SPAD 
Abril Recolha de folhas para análise molecular e determinação de minerais 
Junho Recolha de plantas para determinação de teor de matéria seca final 
 
A concentração de nutrientes injetados no sistema de irrigação e o nível de CE foram 
ajustados durante o ciclo de desenvolvimento da cultura, de acordo com as indicações do 
assessor agrícola responsável pela monitorização do projeto. 
O sistema de irrigação foi instalado em linha dupla, com um gotejador 
correspondendo a uma razão de 3,85 L/hora.  
Neste sistema de produção foi utilizado um sistema de fertirrigação aberta, para que 
a solução nutritiva não utilizada pela planta (ou seja, a drenagem) não seja reutilizada. 
 
3.2. Teor em matéria seca 
Para a determinação da matéria seca, as plantas foram primeiramente separadas 
em folhas, pecíolos, raízes e partes da coroa. De seguida, as amostras foram secas num 
forno programável (UFP800, Memmert, Alemanha) a 75 °C durante 72 h. Posteriormente, 
pesos secos e seus atributos foram medidos usando uma balança digital pelo método 
unitário.  
 
3.3. Pigmentos fotossintéticos 
O conteúdo total de antocianinas foi obtido como descrito por Sims e Gamon (2002). 
Em suma, utilizando 4 amostras de cada tratamento (n=4), pesou-se 0,1 g de amostra de 
folhas trituradas com azoto líquido e adicionou-se 10 mL de acetona / Tris buffer numa 
proporção de (80:20 vol) com pH ajustado a 7,8. O extrato foi incubado durante 48 h a 4 ºC 
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na ausência de luz. A absorvância foi medida a 470, 537, 647 e 663 nm. Os tempos de 
retenção e espectros de compostos foram calculados pelas seguintes fórmulas: 
Antocianinas = 0,08173A537−0,00697A647 
− 0,002228A663 
Clorofilaa (Cla) = 0,01373A663−0,000897A537 
−0,003046A647 
Clorofilab (Clb) = 0,02405A647−0,004305A537 
−0,005507A663 
Carotenoides =
("#$%&('$,'×(*+,-*+.)&	1,#$1	×	234567,373,8))	''1,9:  
 
3.4. SPAD 
O teor relativo de clorofila nas folhas (SPAD) foi medido utilizando um medidor portátil 
de clorofila (SPAD-502, Minolta, Konica Minolta Holdings Inc., Tóquio, Japão), que fornece 
medidas rápidas e não destrutivas do conteúdo de clorofila foliar. O nível de clorofila foi 
medido nas folhas jovens das plantas selecionadas e para todas as medidas foram utilizadas 
quatro plantas de cada tratamento (n=4). 
 
3.5. Digestão de amostras e análise da composição 
mineral por ICP-OES 
Para a análise da composição mineral foi necessário realizar a digestão das 
amostras. Para isso, a 100 mg de folhas e raízes de quatro plantas secas por tratamento 
(n=4) adicionou-se 6 mL de ácido nítrico (HNO3) a 65 % e 1 mL de peróxido de hidrogénio 
(H2O2), num recipiente de reação Teflon. Num sistema de micro-ondas Speedwave TM 
MWS-3+ (Berghof, Alemanha), realizou-se o procedimento de digestão em cinco etapas, 
relativas às diferentes temperaturas e tempos: 130ºC/10min, 160ºC/15min, 170ºC/12min, 
100ºC/7min e 100ºC/3ºmin. As soluções límpidas resultantes do processo de digestão foram 
diluídas para um volume final de 50 mL com água desionizada para análise posterior. 
A determinação da composição mineral das folhas e das raízes foi realizada 
utilizando-se o espectrómetro de emissão ótica com plasma indutivamente acoplado (ICP-
OES) Optima 7000 DV (PerkinElmer, EUA) com configuração radial. 
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3.6. Análise da expressão de genes por PCR quantitativo 
em tempo real (qRT-PCR) 
Extração de ARN total 
O ARN de cada amostra foi extraído de acordo com o protocolo adaptado de Cellini 
et al. (2014). Após a maceração e homogeneização de amostras de folhas e raízes (quatro 
por tratamento, n = 4) com azoto líquido, adicionou-se, a cerca de 100 mg de amostra, 900 
μL de buffer de extração (100mM Tris-HCl, pH 8.0, CTAB 4%, polivinilpirrolidona K40 4%, 
30mM EDTA, 2.0M NaCl, espermidina 0.1%, β-mercaptoetanol 2%), previamente aquecido 
a 70 ºC. As amostras foram agitadas vigorosamente e incubadas a 70 ºC durante 10 min. 
De seguida, adicionou-se 900 μL de clorofórmio-álcool isoamílico (24:1), centrifugou-se as 
amostras a 15 000 g durante 15 min, transferindo-se a fase superior para um novo microtubo 
com 250 μL de LiCl 12M e deixou-se a incubar a - 20 ºC durante a noite. Após o período de 
incubação, as amostras foram centrifugadas a 15 000g a 4 ºC durante 35 min, o 
sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado com 500 μL de etanol a 70 %. Após 
centrifugação por 15 min a 15 000 g e 4 ºC, descartou-se o sobrenadante e deixou-se as 
amostras a secar ao ar durante 30 min. Após secagem, o ARN de cada amostra foi 
ressuspendido com água e armazenado a - 20 ºC para as análises seguintes. 
A qualidade e quantidade do ARN foram verificadas através de um nanofotómetro 
(Implen GmbH, Munich, Alemanha) e por visualização em sistema de eletroforese. 
 
Síntese de cADN 
A transcrição do ARN foi realizada com recurso ao kit de síntese iScript™ cDNA (Bio-
Rad, California, EUA), de acordo com as instruções do fabricante. A 100 ng/mL de ARN 
adicionou-se iScript Reaction Mix, enzima transcriptase reversa e água, perfazendo um 
volume total da reação de 20 µL, de acordo com as instruções do fabricante. A reação foi 
levada a cabo num termociclador (DOPIO VWR, OudHeverlee, Bélgica), com incubação das 
amostras a 25 °C durante 5 min, 42 °C por 30 min e 85 °C durante 5 min. Após a síntese o 
cADN foi diluído 100 vezes e utilizado para a análise de expressão relativa de genes por 
reação quantitativa em cadeia da polimerase com transcrição reversa em tempo real (qRT-
PCR). 
 
Análise da expressão genética por qRT-PCR 
Os primers para qRT-PCR foram desenhados usando o software Primer-BLAST 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), de acordo com os seguintes critérios: 1) 
conteúdo de ligações GC entre 50- 60%; 2) temperatura de annealing (Ta) entre 55-60 ºC; 
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3) comprimento final do produto de 100 a 200 pb. Todas as sequências foram desenhadas 
com base na bibliografia (Anexo I). 
A análise por qRT-PCR foi realizada utilizando a iQ SYBR® Green Supermix (Bio-
Rad, California, USA) no equipamento CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System 
(BIO-RAD, California, USA) com as seguintes condições de reação: 3 min a 95 ºC e 40 ciclos 
com: 15 s a 95 ºC, 15 s à Ta (Temperatura de annealing) de cada par de primers (Anexo I) 
e 1 s a 72 ºC. Os dados foram visualizados no software Bio-Rad CFX Manager 3.1. Para a 
quantificação da expressão relativa dos genes usou-se o método de comparação de CT 
(Livak e Schmittgen, 2001), com os genes controlo actina (Actin1) e histona (HISTH4) 
(Zhang et al., 2018) e o tratamento controlo (plantas sem suplemento nutricional) como 
amostra de referência. Para cada tratamento foram analisadas quatro réplicas biológicas e 
realizadas duas réplicas técnicas. 
 
3.8. Análise estatística 
Neste estudo os dados recolhidos foram tratados com o programa GraphPad Prism, 
procedendo-se a uma análise de variância (ANOVA) com um P = 0,05. Quando as 
diferenças entre médias foram estatisticamente diferentes, recorreu-se a um teste LSD de 
Tukey.  
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4. Resultados e Discussão 
4.1. Ensaio solo 
Neste ensaio foram avaliados os parâmetros de teor em matéria seca, pigmentos 
fotossintéticos, conteúdo nutricional e expressão de genes entre os diferentes tipos de 
tratamento (controlo, bioestimulante e Ca). 
 
4.1.1. Teor em matéria seca 
O teor em matéria seca muda com o desenvolvimento das plantas e, portanto, foi 
importante testar qual o impacto dos dois tipos de tratamento (Tabela 3) no desenvolvimento 
das plantas.  
Foram efetuadas duas medições morfológicas, a primeira no início do ensaio 
(plantação) para caraterizar o material inicial da planta e a segunda no final. No início do 
ensaio as plantas apresentavam, em média, 2,22 ± 0,6 g de peso seco total. Este parâmetro 
foi avaliado para garantir que as plantas selecionadas estivessem no mesmo estado de 
desenvolvimento no início do ensaio.  
No final do ensaio, em comparação com as plantas controlo, as plantas que 
apresentaram um peso seco total superior, estatisticamente significativo (P < 0,05), foram 
as sujeitas ao tratamento com bioestimulante, com um aumento de cerca de 34 % (Tabela 
3). Este aumento na matéria seca das plantas está de acordo com resultados obtidos por 
outros, onde a aplicação de um bioestimulante à base de extratos de Ascoplhyllum nodosum 
conseguiu promover um aumento de 23 % e 1,2 vezes no peso seco das folhas numa 
espécie gramínea (Fei et al., 2019) e em plantas de espinafre (Calvo et al. 2014). E 26% e 
30% no peso seco total em plantas de algodão (Gossypium hirsutum) e trigo (Triticum 
aestivum) (Calvo et al., 2014). O tratamento com Ca, por sua vez, não induziu qualquer 
mudança de peso seco total comparativamente ao controlo. Apesar do Ca ser usualmente 
utilizado como método de fertilização, não foi verificado aumento no peso seco total, o que 
pode ser devido à necessidade de uma maior frequência ou dose de aplicação.  
Não foram verificadas diferenças significativas em relação ao peso seco das folhas, 
coroa e das raízes através da aplicação dos diferentes tratamentos. Este resultado pode 
dever-se à necessidade de um maior número de amostras (n=4), mas também uma maior 
frequência ou dose de aplicação dos diferentes tratamentos. 
Para avaliar o crescimento da planta, é usualmente utilizada a análise do rácio 
Folhas/Raíz. Apesar de não se terem verificado diferenças estatísticas, as plantas com os 
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tratamentos de bioestimulante e de Ca apresentaram valores do rácio Folhas/Raíz 
tendencialmente inferiores em relação às plantas controlo (Tabela 3).  
Tabela 3 - Peso seco de folhas, coroa, raízes e total (g) e rácio folhas/raíz de amostras de plantas de 
morangueiro da cv. Portola crescidas em solo com os tratamentos controlo (Ct), bioestimulante (Bio) e cálcio (Ca) 
(n=4). Letras diferentes indicam diferenças significativas (P<0,05) através do teste ANOVA com correção de Tukey. 
Tratamento Folhas (g) Coroa (g) Raízes (g) Total (g) Rácio Folhas/Raíz 
Ct 18,58 ± 1,88
 a 2,10 ± 0,41 a 2,97 ± 0,51 a 22,03 ± 0,80 b 11,64  ± 2,79 a 
Bio 21,21 ± 3,35
 a 3,99 ± 0,54 a 4,42 ± 1,17 a 29,62 ± 3,55 a 8,42  ± 2,24 a 
Ca 17,92 ± 2,22
 a 2,32 ± 0,40 a 2,16 ± 0,20 a 22,40 ± 2,46 b 9,93  ± 1,58 a 
 
4.1.2. Pigmentos fotossintéticos  
O papel desempenhado pelos pigmentos fotossintéticos no processo de fotossíntese 
é maior quanto maior for a área foliar da planta (Calvo, 2014). Deste modo, em plantas com 
maior desenvolvimento é esperada uma maior concentração de pigmentos fotossintéticos. 
Tal como verificado para os valores de peso seco (Tabela 3), não foi observado diferenças 
significativas entre os tratamentos para os pigmentos fotossintéticos (Tabela 4). Este 
resultado não vai ao encontro do descrito na literatura, uma vez que é esperado que a 
aplicação de bioestimulantes à base de extratos de Ascophyllum nodosum via fertirega 
promovam a acumulação de um maior teor de clorofila nas folhas, tal como verificado em 
cultura de tomate (Rayorath et al., 2008) e espinafre (Calvo et al., 2014). Esse aumento 
parece estar associado a uma redução na degradação da clorofila e atraso na senescência, 
em vez de um aumento na taxa de fotossíntese (Calvo, et al., 2014). 
Apesar do bioestimulante e do Ca serem muito utilizados como métodos de nutrição, 
não foram verificados aumentos no teor pigmentos fotossintéticos, o que pode ser devido à 
necessidade de um maior número de amostras, pois para cada tratamento apenas foram 
recolhidas 4 amostras. Também ao longo do ciclo cultural as plantas sofreram ataques de 
ácaros e pode ter ocorrido uma aceleração da senescência em algumas folhas. 
Tabela 4 – Concentração de pigmentos fotossintéticos (antocianinas, clorofilas e carotenoides) em amostras 
de plantas de morangueiro da cv. Portola crescidas em solo com os tratamentos controlo (Ct), bioestimulante (Bio) e 
cálcio (Ca) (n=4). Letras diferentes indicam diferenças significativas (P<0,05) através do teste ANOVA com correção 
de Tukey. 
Tratamento Antocianinas (g) Clorofilas (g) Carotenoides (g) 
Ct 0,148 ± 0,002 a 0,238 ± 0,015 a 0,114 ± 0,004 a 
Bio 0,127 ± 0,008 a 0,236 ± 0,007 a 0,110 ± 0,002 a 
Ca 0,115 ± 0,017 a 0,231 ± 0,023 a 0,103 ± 0,009 a 
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4.1.3. Análise do conteúdo nutricional 
A acumulação de nutrientes nos tecidos das plantas pode ser um indicador de 
qualidade dos frutos. Durante o desenvolvimento do fruto, a concentração de P em outros 
órgãos da planta diminui, indicando uma redistribuição de P para os frutos, com cerca de 
40% da captação total terminando no fruto (Nestby et al., 2005). O K é necessário em 
grandes quantidades, quase 60% do potássio é encontrado no fruto na colheita. O pico de 
absorção de K ocorre desde a formação inicial dos frutos até a maturação, quando esta é 
mais rápida do que para qualquer outro nutriente (Nestby et al., 2005). O fornecimento de 
Ca é necessário em grandes quantidades, sendo encontrado, maioritariamente na raíz, nas 
folhas e pecíolos da planta. O transporte de Ca para o fruto é limitado em grande parte 
porque este segue a captação de água e só é absorvido pelos órgãos transpirantes, 
espelhando a captação de água. Assim, o fornecimento regular de Ca ao longo da estação 
é fundamental para manter a qualidade do fruto, em particular a firmeza e o prazo de 
validade (Nestby et al., 2005). O Mg, embora seja necessário em quantidades menores que 
o Ca, é necessário para no crescimento das plantas, estando presente mais nestes órgãos 
que nos frutos, chegando aos frutos colhidos níveis relativamente baixos deste mineral 
(Nestby et al., 2005). 
A acumulação de macro e micronutrientes nos tecidos (folhas e raízes) das plantas 
sujeitas aos diferentes tratamentos foi analisada. Relativamente à análise do teor de 
macronutrientes (Figura 9A), nas plantas tratadas com bioestimulante, em comparação com 
as plantas controlo, verificou-se um decréscimo significativo de 24 % na concentração de K 
nas folhas, tal como verificado previamente para uma espécie gramínea (Fei et al., 2019). 
Este resultado pode dever-se a elevadas concentrações de outros nutrientes na planta, por 
exemplo elevadas concentrações de Mg mostraram diminuir a captação de K em plantas de 
arroz (Fageria, 2001). Também foi reportado que altas concentrações de Fe reduzem a 
captação de P, K, Ca e Mg nos genótipos de alfafa, trigo, arroz e trevo vermelho e um estudo 
realizado por Fageria (2001).  
Não ocorreram diferenças significativas na acumulação de nenhum dos restantes 
macronutrientes (P, Ca e Mg) nos diferentes órgãos das plantas. Este resultado não vai ao 
encontro do descrito na literatura, Zodape et al. (2011) através da aplicação de um 
bioestimulante comercial à base de extratos de algas marinhas (Kappaphycus alvarezii sap) 
em tomate verificou aumento de 58,9 % na concentração de P nas folhas. Os resultados 
obtidos podem dever-se à composição do bioestimulante não ser o mesmo que o resultado 
descrito na literatura. 
No tratamento de Ca, as plantas não demonstraram diferenças significativas nas 
folhas mas, nas raízes, observou-se um aumento significativo em cerca de três vezes mais 
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acumulação de Ca comparativamente ao controlo. Este aumento pode dever-se à forma de 
aplicação e à composição do tratamento, ou seja, a aplicação direta de Ca na parte radicular 
da planta.  
Não ocorreram diferenças significativas na acumulação de nenhum dos restantes 
macronutrientes (P, K e Mg) nos diferentes órgãos das plantas. 
Relativamente à análise do teor de micronutrientes (Figura 9B), em plantas tratadas 
com bioestimulante não foram observadas diferenças significativas na acumulação de 
nenhum dos restantes micronutrientes (B, Cu, Fe, Mn e Ni) nos diferentes órgãos das 
plantas. Godlewska e Ciepiela (2016) através da aplicação de 2 dm3/ha de um 
bioestimulante comercial à base extratos de algas marinhas (Kappaphycus alvarezii sap) 
nas folhas de duas espécies de gramíneas levou a um aumento em cerca de 9,1 % do 
conteúdo de Cu. Também Zodape et al. (2011) através da aplicação de um bioestimulante 
comercial à base de extratos de algas marinhas (Kappaphycus alvarezii sap) em tomate 
verificou aumento de 42,61 % na concentração de Mn nas folhas. Esta diferença de 
resultados pode dever-se à composição e consequente efeito do bioestimulante utilizado ser 
diferente. 
As únicas alterações significativas foram detetadas em plantas tratadas com Ca, nas 
folhas das quais ocorreu um aumento de duas vezes mais acumulação de Fe e de cinco 
vezes mais acumulação de Mn, comparativamente ao controlo (Figura 6B). Estes resultados 
vão ao encontro do descrito por Picchioni, et al. (2001), através da aplicação de 5mM de 
CaCl2 em Lupinus havardii induziu um aumento de mineiras Fe e Mn em cerca de sete vezes 
nas raízes. O Fe é um constituinte de várias enzimas e alguns pigmentos e auxilia na 
redução de nitratos e sulfatos e na produção de energia dentro da planta. Embora o ferro 
não seja usado na síntese da clorofila é essencial para a sua formação (Hansch e Mendel, 
2009), contudo não foram observados aumentos significativos nos pigmentos fotossintéticos 
(Tabela 4). 
O Mn é essencial para o metabolismo e desenvolvimento das plantas, ativa 
aproximadamente 35 enzimas de uma célula vegetal (Hansch e Mendel, 2009), apesar de 
não ter sido verificado anteriormente diferenças significativas (Tabela 3) no peso seco das 
raízes, contudo este elemento em excesso pode ser tóxico para a planta. Não ocorreram 
diferenças significativas na acumulação de nenhum dos restantes micronutrientes (B, Cu e 
Ni) nos diferentes órgãos das plantas. 
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Figura 9 - Concentração dos macronutrientes P, K, Ca e Mg (µg/g) (A) e micronutrientes B, Cu, Fe, Mn e Ni (B) 
em folhas e raízes de plantas de morangueiro cv. ‘Portola’ crescidas em solo com os tratamentos controlo (Ct), 
bioestimulante (Bio) e cálcio (Ca) (n=4). Letras diferentes indicam diferenças significativas (p <0,05) através do teste 
ANOVA com correção de Tukey. 
 
4.1.4. Análise da expressão de genes  
A análise da expressão de genes foi efetuada, em dois anos consecutivos (Anexo 
II e III), em folhas e raízes de plantas de morangueiro, após 25 semanas da plantação, aos 
quais foram aplicados três diferentes tipos de tratamento (controlo, bioestimulante e cálcio).  
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Foi analisada a expressão relativa de genes relacionados com absorção e transporte 
de nutrientes (proteína quinase dependente de Ca (CDPK2), calmodulina (CAM), proteína 
MYB59, transportador de nitrato 1 (NRT1), nitrato redutase 1 (NIA1), transportador de 
molibdato 1 (MOT1), transportador de fosfato 1 (PHO1) e transportador de metais 6 
(NRAMP6) (Figura 9).  
Em relação ao gene CDPK2, o tratamento com bioestimulante apenas induziu a sua 
ativação no segundo ano de experiência nas folhas (em 30 %) e significativamente nas 
raízes (em 3,4 vezes). O tratamento com Ca apenas induziu significativamente a sua 
expressão nas folhas (em 3,6 vezes), também no segundo ano em comparação com as 
plantas controlo. As CDPK formam uma classe interessante de quinases que são ativadas 
pela ligação ao cálcio (Mitra e Johri, 2000), desempenham papéis vitais na transferência do 
sinal de cálcio durante vários processos de desenvolvimento e durante respostas a stresses 
bióticos e abióticos (Feng et al, 2012), tendo sido anteriormente bem caracterizadas em 
plantas (Zielinski, 1998; Harmon et al., 2000 e 2001; Luan et al., 2002). Estes resultados 
podem indicar a presença de Ca nestes tecidos. 
No caso do gene CAM o tratamento com bioestimulante induziu um aumento no 
primeiro ano de experiência nas folhas (em 98 %) e no segundo nas raízes (em 2,2 vezes). 
A aplicação do tratamento Ca induziu significativamente a ativação deste gene nas raízes 
(em 3,2 vezes) no primeiro ano. O gene CAM é um dos principais sensores de Ca mais bem 
caracterizados e funciona como modulador através da regulação de inúmeras proteínas-
alvo que desempenham papéis no metabolismo, transporte de iões, regulação transcricional, 
fosforilação de proteínas e outras funções críticas (Zielinski, 1998; Yang e Poovaiah, 2002, 
2003; Ranty et al., 2006). Como parece ter ocorrido no gene anteriormente descrito, estes 
resultados indicar a presença de Ca nestes tecidos, produzindo aumentos nos mesmos 
tecidos. 
Respetivamente ao gene MYB59 o tratamento com bioestimulante diminuiu no 
primeiro e segundo ano da experiência nas folhas (em 54 % e em 50 %) e nas raízes no 
primeiro ano (em 83 %) e induziu significativamente no segundo ano (em 4,8 vezes). O 
tratamento com Ca induziu uma subexpressão nas folhas em cerca de 81 % com este 
tratamento no primeiro ano. Nas raízes ocorreu uma indução significativa da expressão no 
primeiro ano (em 3,8 vezes) e segundo ano da experiência (em 1,5 vezes) em comparação 
com as plantas controlo. Sabe-se que vários membros da classe MYB ligam Ca2+ / CaM 
(Popescu et al., 2007) e o fator de transcrição MYB59 está envolvido no crescimento das 
plantas e nas respostas ao stress, agindo como regulador negativo da sinalização e 
homeostase de Ca (Fasani et al., 2019). Como tal os resultados obtidos neste estudo com 
a suplementação de Ca, demonstram resultados contrários aos descritos por Fasani et al., 
(2019), de acordo com os resultados de mineiras (Figura 6A) anteriormente observados, a 
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aplicação de Ca induziu um aumento significativo nas raízes no segundo ano da experiência 
assim como no aumento significativo da expressão deste gene. 
Os genes NRT1 e NIA1, tal como observado no presente estudo para ambos os 
tratamentos de fertilização, foram já associados à resposta de plantas de morangueiro 
‘Festival’ e ‘Sweet Charlie’ a diferentes níveis de suplementação de nitrato, e a sua 
expressão é geralmente aumentada nas folhas (Taghvi e Folta, 2014). Por isso, é esperado 
o seu aumento nestes tecidos. Em relação ao gene NRT1, o tratamento com bioestimulante 
induziu um aumento no primeiro ano nas folhas (em 50 %) e nas raízes (80 %), no segundo 
o efeito foi contínuo nas raízes (em 79 %) em comparação com as plantas controlo. O 
tratamento com Ca diminuiu nas raízes no primeiro ano (em 91 %) e segundo ano (em 50 
%) de experiência em comparação com as plantas controlo. Apesar destes resultados não 
foram observadas diferenças significativas. No caso do gene NIA1, o tratamento com 
bioestimulante induziu um aumento significativo nas folhas apenas no primeiro ano (em 73 
%) e nas raízes diminuiu no primeiro (em 83 %) e aumentou no segundo ano (em 2,8 vezes) 
de experiência. O tratamento com Ca também induziu um aumento significativo nas folhas 
(em 74 %) apenas no primeiro ano (em 2,3 vezes) e nas raízes apenas no segundo ano de 
experiência comparativamente ao tratamento controlo. Este aumento significativo nas folhas 
apenas no primeiro ano pode dever-se à composição dos tratamentos serem diferentes de 
um ano para o outro, forma utilizados bioestimulantes comerciais distintos. Também no 
tratamento de Ca no primeiro ano tinha na sua composição azoto nítrico, azoto amoniacal e 
óxido de cálcio enquanto no segundo a sua composição apenas continha óxido de cálcio. 
Sendo que este gene nitrato redutase 1 (NIA1) é responsivo ao nitrato ao longo da sua 
atividade com nitrato redutase (Taghvi e Folta, 2014), teve um aumento significativo na 
presença do primeiro. 
O gene MOT1 tem um papel importante no transporte de Mo (Liu et al., 2017) e o 
gene PHO1 na regulação do teor de P (Fei et al., 2017) nas plantas de morangueiro. Quando 
na presença destes nutrientes, estes genes são normalmente induzidos significativamente 
em plantas de morangueiro. No caso do gene MOT1 no primeiro ano ambos os tratamentos 
induziram significativamente a sua ativação nas folhas, o tratamento com bioestimulante (em 
2,6) e o tratamento com Ca (em 74 %), enquanto nas raízes apenas o tratamento com Ca 
induziu aumento no primeiro (91 %) e no segundo ano (67 %) da experiência 
comparativamente ao tratamento controlo. Respetivamente ao gene PHO1 apenas ocorreu 
indução significativa na expressão nas folhas no primeiro (em 2,4 vezes) e segundo ano de 
experiência (em 54 %) comparativamente ao tratamento controlo. É possível que estes 
minerais tenham uma maior expressão nas folhas como os resultados assim indicam. 
Mais ainda, o gene NRAMP6 tem como função o transporte preferencial de Cd, e 
pertence a uma família de transportadores de diferentes nutrientes 
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Cd, Ni e Co (Sasaki et al., 2012; Sherameti e Komal, 2015). Ambos os tratamentos apenas 
induziram a sua expressão no primeiro ano de experiência nas folhas, o bioestimulante em 
47 % e o Ca em 25 %. Nas raízes apenas ocorreu indução da ativação no segundo ano com 
o tratamento Ca (em 2,4 vezes). Este resultado vai ao encontro dos resultados obtidos 
anteriormente na análise de minerais (Figura 6B), uma vez através da aplicação de Ca 
ocorreu aumento significativo de Fe e Mn sendo estes nutrientes transportados pela família 
NRAMP como descrito anteriormente.   
 
Expressão relativa dos genes relacionados com a manutenção do aparelho 
fotossintético 
Os genes ferredoxina NADP redutase (FNR) e transketolase (TK) foram 
selecionados para o estudo do impacto dos tratamentos de fertilização na manutenção do 
aparelho fotossintético (Figura 9). Os valores a seguir indicados são representativos das 
plantas com aplicação de bioestimulante e Ca, respetivamente. O padrão de expressão dos 
dois genes foi oposto ao longo do tempo e dependente do tecido: em 2018, enquanto o gene 
FNR apresentou baixos níveis de indução nas folhas, mas foi aumentado significativamente 
em 3,8  e 4,9 vezes nas raízes, o gene TK apresentou valores de indução significativamente 
elevados nas folhas (em 3,9 e 3,7 vezes), mas não nas raízes; em 2019, foi a expressão do 
gene FNR que foi induzida significativamente em 46 % e 2,3 vezes nas folhas, enquanto o 
gene TK apresentou valores 6,5 e 4,2 vezes significativamente maiores nas raízes do que 
as plantas controlo. Através destes resultados, parece que quando há expressão do gene 
TK num tecido, há expressão do gene FNR em outro tecido, não tendo sido ainda reportado 
este que parece ser padrão. O gene FNR está envolvido na fotossíntese como transportador 
de eletrões (Mulo, 2011), este resultado pode indicar um aumento de taxa fotossintética nas 
plantas com este tratamento. Por sua vez o gene (TK) é uma enzima no ciclo C3 que 
demonstrou ter um efeito significativo na fotossíntese e no crescimento de plantas de tabaco 
(Khozaei et al., 2015). Apesar de não terem sido observadas diferenças significativas nos 
pigmentos fotossintéticos (Tabela 4), o mesmo não foi verificado nesta análise. 
    
Expressão relativa dos genes relacionados com o stress oxidativo 
Para tentar inferir acerca dos potenciais níveis de stress causados pelos tratamentos 
de fertilização, analisou-se a expressão relativa dos genes superóxido dismutase com 
cofator manganês (MnSOD) e O-metiltransferase (OMT). Apesar de não terem sido 
observadas diferenças significativas, em relação ao gene MnSOD, o tratamento com 
bioestimulante apenas induziu a sua ativação nas folhas, quer para o primeiro (em 57 %), 
quer para o segundo (em 18 %) ano de experiência, em comparação com o tratamento 
controlo. Por outro lado, as plantas com o tratamento de Ca apresentaram uma indução na 
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expressão nos diferentes tecidos, para os dois anos de experiência, no primeiro ano apenas 
nas folhas (em 18 %) e no segundo ano apenas nas raízes (em 64 %), em comparação com 
o tratamento controlo. O gene MnSOD é um componente-chave do sistema de defesa 
antioxidante da planta, estando envolvida na dismutação dos iões O2- a moléculas de 
peróxido de hidrogénio (H2O2) (Morgan et al., 2008). Este resultado pode ter ocorrido stress 
oxidativo nas plantas através da aplicação dos tratamentos de bioestimulante e Ca. 
 No caso do gene OMT, o tratamento com bioestimulante levou à indução da sua 
expressão no primeiro ano de experiência nas folhas (em 89 %) e nas raízes (em 75 %) e 
no segundo ano de experiência apenas nas folhas (em 48 %), enquanto que o tratamento 
com Ca não induziu diferenças na expressão quando comparado com as plantas controlo. 
Apesar destes aumentos não foram observadas diferenças significativas entre os 
tratamentos de nutrição nem entre os dois anos de experiência, quando comparado com o 
tratamento controlo. O gene OMT desempenha um papel fundamental na biossíntese da 
lenhina, tolerância ao stresse e resistência a doenças nas plantas (Lam et al., 2007). A 
lenhina, o constituinte principal da parede celular secundária das plantas, é um polímero 
ramificado de compostos fenólicos e é umas das barreiras celulares contra a entrada de 
organismos estranhos nas células vegetais (Suzuki et al, 2011).  
Este resultado indica que pode ter ocorrido stress oxidativo nas plantas através da 
aplicação do tratamento com bioestimulante, pois apesar de ter ocorrido uma indução da 
sua expressão em ambos os genes esta não foi significativa. 
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Figura 10- Expressão relativa de genes relacionados com absorção e transporte de nutrientes (genes 
CDPK2, CAM, MYB59, NRT1, NIA1, MOT1, PHO1 e NRAMP6), manutenção do aparelho fotossintético (genes FNR 
e TK) e stress oxidativo (genes MnSOD e OMT) nas folhas (A) e raízes (B) de plantas de morangueiro cv. Portola 
crescidas em solo com os tratamentos controlo (Ct), bioestimulante (Bio) e cálcio (Ca), nos anos de 2018 e 2019. 
Ct (2018) foi utilizado como amostra referência. Verde: expressão relativa baixa; vermelho: expressão relativa 
aumentada. 
 
4.2. Ensaio Semi-Hidroponia 
Neste ensaio foram avaliados os parâmetros de teor em matéria seca, pigmentos 
fotossintéticos e SPAD, conteúdo nutricional e expressão de genes entre os diferentes tipos 
de tratamento (controlo, Ca, bioestimulante, Si e mix (Si com Ca)). 
 
4.2.1. Teor em matéria seca 
O teor em matéria seca muda com o desenvolvimento das plantas e, portanto, foi 
importante testar qual o impacto dos vários tipos de tratamento (Tabela 5) no 
desenvolvimento das plantas. 
No início do ensaio as plantas apresentavam, em média, 2,2 ± 0,6 g de peso seco 
total. Tal como foi observado no ensaio em condições de solo (Tabela 3), as plantas tratadas 
com o bioestimulante apresentaram um aumento de 59 % de peso seco total e 82 % de peso 
seco foliar (Tabela 5) em comparação com as plantas controlo (P < 0,05). Este resultado vai 
ao encontro do resultado obtido por Spinelli et al. (2010) em plantas de morangueiro através 
da aplicação de um bioestimulante comercial ActiwaveÓ à base de Ascophillum nodosum 
(10ml/20ml de água) conseguiu um aumento de 27 % do peso seco na parte aérea e 76 % 
do peso seco nas raízes. Também, dos resultados descritos por Righini et al. (2018) em 
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plantas de morangueiro, com a aplicação de um extrato de Ascophillum nodosum a 1,0, 2,0 
e 4,0 g/L, uma e duas vezes por semana, e uma vez a cada duas semanas conseguiu um 
aumento de peso seco de folhas de 25-30 %. Também as plantas tratadas com Si foram 
positivamente impactadas por este tratamento, e o seu peso seco de folhas e total foram 
aumentados em cerca de 71 % e 55 % (Tabela 5), respetivamente, em comparação com as 
plantas controlo (P < 0,05). Este resultado é concordante com o resultado obtido por Flores 
et al. (2018) em plantas de Sorghum bicolor através da aplicação de Si (1,68 g/L) conseguiu 
um aumento de 31% no peso seco total da planta. Também Artyszak et al. (2018) através 
de uma fertilização foliar com Ca (524,0 g/ha) e Si (159,8 g/ha) em plantas de beterraba 
induziu um aumento de 13,1 % nas raízes e de 21 % nas folhas. Também Ma e Takahashi 
(2002) através da aplicação de 100 ppm de SiO4 em arroz e tomate induziu aumentos do 
peso seco nas folhas em 7,28 vezes e 5 %, e no peso seco das raízes 35 % e 56 %, 
respetivamente. Estes resultados podem indicar que o aumento de peso seco nos tecidos 
pode ser diferente entre espécies de plantas.  
Os tratamentos com Ca e mix não resultaram em produção diferencial de matéria 
seca comparativamente ao controlo e aos outros tratamentos de nutrição (Tabela 5). 
Também não houve diferenças significativas em relação ao peso seco da coroa e das raízes 
através a aplicação dos diferentes tratamentos. Estes resultados podem dever-se à 
necessidade de um maior número de amostras (n=4), mas também uma maior frequência 
ou dose de aplicação dos diferentes tratamentos. 
Relativamente ao rácio Folhas/Raíz, apesar de não se terem verificado diferenças 
estatísticas, as plantas com os tratamentos de bioestimulante, Ca, Si e mix apresentaram 
valores do rácio Folhas/Raíz tendencialmente superiores (cerca de duas vezes mais) em 
relação às plantas controlo (Tabela 5).  
Tabela 5 - Peso seco de folhas, coroa, raízes e total (g) e rácio folhas/raíz de amostras de plantas de 
morangueiro da cv. Portola crescidas em semi-hidroponia com os tratamentos controlo (Ct), bioestimulante (Bio), 
cálcio (Ca), silício (Si) e mix (Si com Ca) (Mix) (n=4). Letras diferentes indicam diferenças significativas (P<0,05) 
através do teste ANOVA com correção de Tukey. 
Tratamento Folhas (g) Coroa (g) Raízes (g) Total (g) Rácio Folhas/Raíz 
Ct 28,26 ± 1,60
 b 5,23 ± 0,38 a 5,44 ± 1,14 a 38,93 ± 0,81 b 7,79 ± 1,78 a 
Bio 51,51  ± 3,92
 a 7,05  ± 1,22 a 3,50 ± 0,62 a 62,05 ± 13,05 a 18,06 ± 4,83 a 
Ca 30,60 ± 5,49
 ab 5,92 ± 1,16 a 2,66 ± 0,70 a 39,17 ± 16,14 b 17,82 ± 11,74 a 
Si 48,42 ± 3,83
 a 7,31 ± 0,50 a 4,54 ± 2,11 a 60,27 ± 4,79 a 21,44 ± 4,01 a 
Mix  32,04 ± 4,46
 ab 6,96 ± 0,55 a 3,56 ± 0,72 a 42,57 ± 4,22 ab 15,81 ± 4,94 a 
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4.2.2. Pigmentos fotossintéticos e valores de SPAD 
Relativamente ao teor de antocianinas totais e carotenoides, apesar de não se terem 
verificado diferenças estatísticas, as plantas com o tratamento com Ca foram as que 
apresentaram uma concentração maior destes pigmentos (Tabela 6). Os restantes 
tratamentos não induziram qualquer efeito na concentração destes pigmentos, assim como 
das clorofilas, comparativamente ao controlo. 
A aplicação de Si foi eficaz no controle da depressão fotossintética e destruição da 
clorofila em folhas envelhecidas. A manutenção da atividade fotossintética pode ser 
considerada uma das principais razões para o aumento da produção de matéria seca por 
aplicação de Si (Tabela 5). 
Através da aplicação de 15 ton métricas/ha em cana de açúcar (Saccharum 
officinarum) aumentou o teor de clorofila nas plantas (Tripathi, et al., 2016), apesar de o 
mesmo não ter sido verificado nesta experiência. Outro estudo feito por Wei et al., 2010 
através da aplicação de várias doses (200, 400, 800 e 1600 mg/L) de SiO2 em Scenedesmus 
obliquus ocorreu uma diminuição no conteúdo em clorofila. 
Também, Khayyat, et al. (2011), através da aplicação de Ca em plantas de 
morangueiro, não verificou aumento no conteúdo em clorofila. Seria esperado um aumento 
do teor de clorofilas nas plantas com tratamento bioestimulante. Spinelli et al. (2010) através 
da aplicação de um bioestimulante comercial ActiwaveÓ à base de Ascophillum nodosum 
(10ml/20ml de água) em plantas de morangueiro conseguiu um aumento de 11 % no teor 
de clorofilas. 
Tabela 6 - Concentração de pigmentos fotossintéticos (antocianinas, clorofilas e carotenoides) em amostras 
de cv. Portola crescidas em semi-hidroponia com os tratamentos controlo (Ct), bioestimulante (Bio), cálcio (Ca), silício 
(Si) e mix (Si com Ca) (n=4). Letras diferentes indicam diferenças significativas (P<0,05) através do teste ANOVA com 
correção de Tukey. 
Tratamento Antocianinas (g) Clorofilas (g) Carotenoides (g) 
Ct 0,066 ± 0,011 a 0,239 ± 0,021 a 0,089 ± 0,013 a 
Bio 0,058 ± 0,004 a 0,234 ± 0,009 a 0,086 ± 0,004 a 
Ca 0,381 ± 0,609 a 0,236 ± 0,058 a 0,124 ± 0,045 a 
Si 0,065 ± 0,007 a 0,244 ± 0,008 a 0,094 ± 0,004 a 
Mix  0,072 ± 0,014 a 0,240 ± 0,015 a 0,089 ± 0,005 a 
 
Relativamente à análise de SPAD no final do ensaio, apesar de não se terem 
verificado diferenças estatísticas, registou-se uma pequena variabilidade nos valores 
(Tabela 7). As plantas sujeitas aos tratamentos com Ca, Si e mix apresentaram aumentos 
de SPAD em cerca de 4% comparativamente ao controlo (P>0,05). Detmann et al. (2012) 
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através da aplicação de uma solução nutritiva com 2 mM de Si em arroz (Oryza sativa) 
conseguiu um aumento da taxa fotossintética. 
O tratamento com bioestimulante não apresentou nenhum efeito, apresentando 
valores de SPAD similares ao controlo. Seria esperado um aumento da taxa fotossintética 
(SPAD) nas plantas com tratamento bioestimulante. Spinelli et al. (2010) através da 
aplicação de um bioestimulante comercial ActiwaveÓ à base de Ascophillum nodosum 
(10ml/20ml de água) em plantas de morangueiro promoveu um aumento de 27 % no valor 
da taxa fotossintética. Os valores de SPAD não foram significativamente diferentes em 
nenhum dos tratamentos em específico (Tabela 7). Isto vai ao encontro dos resultados 
analisados anteriormente, que não demonstram diferença nos valores de clorofila (Tabela 
6). 
Tabela 7 - Valores de SPAD em amostras de morangueiro cv. Portola crescidas em semi-hidroponia com os 
tratamentos de controlo (Ct), bioestimulante (Bio), cálcio (Ca), mix (Si com Ca) (n=4). Letras diferentes indicam 
diferenças significativas (P<0,05) através do teste ANOVA com correção de Tukey. 
Tratamento SPAD 
Ct 49,25 ± 1,56 a 
Bio 49,40 ± 3,82 a 
Ca 51,25 ± 1,67 a 
Si 51,33 ± 0,95 a 
Mix 50,08 ± 3,55 a 
 
4.2.4. Análise do conteúdo nutricional 
Uma vez que não foi observado alterações significativas em relação aos pigmentos 
fotossintéticos (Tabela 6) e ao SPAD (Tabela 7), analisou-se a acumulação de micro e 
macronutrientes nos tecidos (folhas e raízes) das plantas sujeitas aos diferentes 
tratamentos. 
Relativamente à análise do teor de macronutrientes verificou-se diferenças 
significativas nas folhas (P<0,05), nas plantas tratadas com Ca ocorreu um aumento na 
concentração de Ca comparativamente ao controlo de 31%. Este resultado era esperado 
pois nestes tratamentos as plantas tinham suplementação de Ca. Khayyat, et al. (2011) 
através da aplicação de cloreto de Ca (5 mmol) em plantas de morangueiro, promoveu um 
aumento da concentração de Ca nas folhas.  
Quando a fertilização com Si é aplicada via foliar demonstra ter um aumento de 8 % 
na absorção de K, como de outros nutrientes (N e S), o que melhora a nutrição das plantas 
(Tripathi, 2016). Este resultado não foi observado nesta experiência. Não ocorreram 
diferenças significativas (P>0,05) na concentração de P, K e Mg entre os diferentes 
tratamentos.  
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Relativamente à análise do teor de micronutrientes verificou-se diferenças 
significativas nas folhas (P<0,05), nas plantas tratadas com Ca ocorreu um aumento de 52% 
na concentração de Mn comparativamente ao Si, mas não ao controlo, nos restantes 
tratamentos não ocorreram diferenças significativas (P>0,05). 
Não ocorreram diferenças significativas (P>0,05) na concentração de B, Cu, Fe e Ni 
entre os diferentes tratamentos.  
 
    
Figura 11 - Concentração de macronutrientes P, K, Ca e Mg (µg/g) (A) e micronutrientes B, Cu, Fe, Mn e Ni (µg/g) 
(B) em folhas de plantas de morangueiro cv. ‘Portola’ crescidas em semi-hidroponia com os tratamentos controlo 
(Ct), bioestimulante (Bio), cálcio (Ca), silício (Si) e mix (Si com Ca) (n=4). Letras diferentes indicam diferenças 
significativas (p <0,05) através do teste ANOVA com correção de Tukey. 
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4.2.5. Análise da expressão de genes  
A análise da expressão de genes foi efetuada em folhas e raízes de plantas de 
morangueiro (Anexo IV), após 15 semanas da plantação, aos quais foram aplicados cinco 
diferentes tipos de tratamento (controlo, bioestimulante, Ca, Si e mix (Ca com Si), dos quais 
dois têm na sua composição Si.  
 
Expressão relativa de genes relacionados com absorção e transporte de nutrientes 
Relativamente aos genes relacionados com a absorção e transporte de nutrientes 
(genes CDPK2, CAM, MYB59, NRT1, NIA1, nitritos redutase (NiR), proteína transportadora 
de zinco 2 (ZIP2), MOT1, PHO1, NRAMP6 e transportador de Si (FaNIP2-1)), verificou-se 
que o tratamento com bioestimulante teve particular efeito sobre o gene CAM, ZIP2 e 
FaNIP2-1 onde, em comparação com as plantas controlo, observou-se um aumento na 
expressão em 45 %, 100 % e 45 %, respetivamente. O gene FaNIP2-1 está envolvido no 
transporte de Si na planta (Ouellette et al., 2017), sendo que quando presentes elevadas 
quantidades deste mineral ocorreu uma indução da sua expressão. No caso do tratamento 
de Ca, nos genes relacionados com a absorção e transporte de nutrientes teve um particular 
efeito sobre o gene CAM, MOT1, PHO1 e FaNIP2-1 onde, em comparação com as plantas 
controlo, observou-se um aumento na expressão, respetivamente, em 2,7 vezes, 3 vezes, 
3,7 vezes e 2,6 vezes. Relativamente ao tratamento com Si, neste grupo de genes, teve um 
particular efeito sobre o gene CDPK2, MYB59, PHO1, NRT1, NRAMP6 e FaNIP2-1 onde, 
em comparação com as plantas controlo, observou-se um aumento na expressão em 73 %, 
2,6 vezes, 2,6 vezes, 6,4 vezes, 1,9 vezes e 2,7 vezes, respetivamente. Ainda que apenas 
os três últimos genes tenham registado diferenças significativas. O tratamento com Si 
parece favorecer a absorção de alguns minerais nas plantas. 
 Por fim, com a aplicação do tratamento com mix verificou-se que teve um particular 
efeito sobre o gene CAM, MYB59, NRT1, MOT1, PHO1 e FaNIP2.1 onde, em comparação 
com as plantas controlo, observou-se um aumento significativo na expressão em 7,3 vezes, 
13 vezes, 9,3 vezes, 5,4 vezes, 4,2 vezes e 4 vezes. Como descrito anteriormente os genes 
CAM e MYB59 são responsáveis pela regulação de Ca. Tal como verificado a concentração 
de Ca aumentou com a aplicação do tratamento mix (Figura 10). Como este tratamento tinha 
na sua composição Si o aumento do gene FaNIP2.1 este resultado seria esperado, uma vez 
que este gene está envolvido no transporte do mesmo (Ouellette et al., 2017). 
 
Expressão relativa dos genes relacionados com a manutenção do aparelho 
fotossintético 
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Relativamente aos genes relacionados com a manutenção do aparelho fotossintético 
(FNR e TK), verificou-se que o tratamento com bioestimulante teve particular efeito sobre o 
gene FNR onde, em comparação com as plantas controlo, observou-se um aumento na 
expressão em 82 %. Este aumento pode indicar-nos um aumento de taxa fotossintética das 
plantas com este tratamento, pois este gene tem como função o transporte de eletrões na 
fotossíntese (Mulo, 2011). Apesar de não ter sido verificado anteriormente aumento nos 
valores dos pigmentos fotossintéticos (Tabela 6) nem de SPAD (Tabela 7). 
 
Expressão relativa dos genes relacionados com o stress oxidativo 
O sistema de defesa antioxidante começa com um desencadeamento enzimático, 
mas envolve também componentes não enzimáticos, dentro dos quais se destaca a 
Glutationa redutase (GR), esta mantem o sistema de proteção celular íntegro através da 
redução da forma oxidada (GSSG) para a forma reduzida (GSH), evitando a formação de 
radicais livres, sequestrá-los ou promover a sua degradação, prevenindo a ocorrência de 
danos às células das plantas (Ali et al., 2005). Não tendo sido induzido a sua expressão 
por nenhum tratamento. 
Durante o processo de resposta da planta aos stresses, é ativada a produção da 
enzima SOD, envolvida na dismutação dos iões O2- a moléculas de peróxido de hidrogénio 
(H2O2), e da catalase (CAT), que dissolve o H2O2 em oxigénio e água (Sharma et al., 2012). 
O gene OMT, como referido anteriormente, desempenha um papel fundamental na 
biossíntese da lenhina, tolerância ao stresse e resistência a doenças nas plantas (Lam et 
al., 2007). Também da peroxidase (APX), a qual está envolvida no ciclo glutationa-
ascorbato. Esta enzima é responsável pela conversão de H2O2 em água, utilizando o 
ascorbato como doador de eletrões. A expressão do gene APX é regulada em resposta a 
stresses bióticos e abióticos, assim como no desenvolvimento vegetal (Caverzan et al., 
2012). O gene Lipoxigenase (LOX) também é responsável pela degradação da membrana, 
porque catalisam a dioxigenação de ácidos gordos polinsaturados (Ali et al., 2005). 
Não foi observado indução da expressão dos genes CAT, APX, MnSOD e GR por 
nenhum tratamento, em comparação com o tratamento controlo. No caso do gene OMT o 
tratamento Ca induziu significativamente a sua expressão em 2,2 vezes, em comparação 
com o tratamento controlo. Também a aplicação de Si teve um particular efeito sobre os 
genes LOX e OMT onde, em comparação com as plantas controlo, observou-se um aumento 
na expressão, em ambos de 2,4 vezes, mas apenas significativo no gene OMT.  
Por fim, com a aplicação do tratamento com mix verificou-se que este teve um 
particular efeito sobre o gene LOX onde, em comparação com as plantas controlo, observou-
se um aumento na expressão em 4,3 vezes. Este resultado pode indicar que as plantas 
estavam sobre stress oxidativo, pois a expressão significativa do OMT e LOX foi observada 
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em três tratamentos distintos. Isto pode indicar-nos que as plantas estavam sob stresses 
bióticos, pois durante o ciclo cultural podem ter ocorrido alguns ataques de ácaros.  
 
 
Figura 12 - Expressão relativa de genes relacionados com transporte de nutrientes (genes CDPK2, CAM, 
MYB59, NRT1, NIA1, NiR, ZIP2, MOT1, PHO1, NRAMP6 e FaNIP2-1), manutenção do aparelho fotossintético (genes FNR 
e TK) e stress oxidativo (genes CAT, APX, MnSOD, GR, LOX e OMT) nas folhas de plantas de morangueiro cv. Portola 
crescidas em semi-hidroponia com os tratamentos controlo (Ct), bioestimulante (Bio), cálcio (Ca), silício (Si) e mix (Si 
com Ca). Ct foi utilizado como amostra referência. Verde: expressão relativa baixa; vermelho: expressão relativa 
aumentada.  
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5. Conclusões e Trabalho Futuro 
Com este estudo foi possível confirmar que através da aplicação de um 
bioestimulante comercial, este promoveu um maior aumento significativo no peso seco total 
das plantas em ambos os sistemas. Em sistema semi-hidropónico o peso seco das folhas 
também foi aumentado significativamente pela aplicação desta modalidade nutricional. A 
aplicação de Si promoveu um aumento significativo do peso seco foliar e total da planta em 
sistema semi-hidropónico.  
Não foram observadas diferenças estatísticas nos pigmentos fotossintéticos e 
valores de SPAD em nenhuma modalidade nutricional ou sistema. 
Através da aplicação de Ca, no solo, este promoveu significativamente um aumento 
do conteúdo de Ca e Fe nas raízes. Em sistema semi-hidropónico, a aplicação de Ca 
também promoveu um aumento significativo de Ca nas folhas de morangueiro.  
A nível de expressão de genes no solo a aplicação de bioestimulante promoveu a 
expressão relativa de genes relacionados com absorção e transporte de nutrientes (CDPK2, 
MYB59, NIA1, MOT1 e PHO1) e manutenção do aparelho fotossintético (FNR e TK). A 
aplicação de Ca induziu, também, a expressão de genes transporte de nutrientes (CDPK2 
e CAM) e manutenção do aparelho fotossintético (FNR e TK). 
Em sistema semi-hidropónico a aplicação do tratamento mix foi o que induziu um 
número maior de genes, nomeadamente os relacionados com a absorção e transporte de 
nutrientes (CAM, MYB59, NRT1, MOT1, PHO1 e FaNIP2-1) e stress oxidativo (LOX). A 
aplicação de Si também promoveu a expressão relativa de genes relacionados com a 
absorção e transporte de nutrientes (NRT1, NRAMP6 e FaNIP2-1) e stress oxidativo (OMT). 
Não foram observadas diferenças estatísticas com a aplicação de bioestimulante. Por fim, a 
aplicação de Ca promoveu a expressão relativa de genes relacionados com absorção e 
transporte de nutrientes (MOT1 e FaNIP2-1) e stress oxidativo (OMT). 
Os resultados obtidos no presente estudo são importantes para novos estudos 
envolvendo novas cultivares de morango, mas também para novas culturas, e em diferentes 
sistemas de cultivo. 
No futuro seria interessante fazer Western blot para perceber se estas alterações a 
nível do ARN chegam ao nível da proteína, pois estes ARN são codificantes de proteínas e 
por si sós não têm efeito. Também seria interessante a utilização de novas cultivares (por 
exemplo a ‘Chandler’) e também testar outras modalidades nutricionais como por exemplo 
o boro (B). 
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7. Anexos 
Anexo I- Primers utilizados para a análise de expressão genética por qRT-PCR relacionados com transporte de nutrientes (genes CDPK2, CAM, MYB59, NRT1, NIA1, NiR, ZIP2, MOT1, 
PHO1, NRAMP6 e FaNIP2-1), manutenção do aparelho fotossintético (genes FNR e TK) e stress oxidativo (genes CAT, APX, MnSOD, GR, LOX e OMT) 
Nome do 
Gene 
Sequência do Primer Forward 
(5′ ® 3′) 
Sequência do Primer Reverse 
(5′ ® 3′) 
Ta (ºC) Referências/Número de acesso 
NCBI 
CAT TGAGGATATTCTCCCCCTGC GGAGCTGCAGATAGTTTGGG 56,6 Número de acesso: KC433883 
APX CTGGAAAGGGTTCTGACCAC CGAATCCAGACCGTTCCTTG 57,5 Número de acesso: AF159631 
MnSOD GGAGGTCATGTCAACCACTC CTTTGTCTAGAGCCAGCCAC 53,9  Número de acesso: KC433893 
GR GAGGTGACACAGTTGGATGG CAATGTATCCTCCCCCAAGC 56,6 Número de acesso: JQ339738 
CDPK2 GAGCTCAAGGCAGAAGACG CTCGATCCCCATTGGACCTA 50,8 Número de acesso: HQ829293 
CaM GAGGTACTCTGAGGTAGGGG CTGAGAAAGAGCCTCTGGTG 52,6 Número de acesso: XM_004300001 
MYB59 GATATATGGGGAGCGAGGGA GTTCATGTCCCAGAGGGAAC 56,2 Número de acesso:  XM_004306213 
ZIP2 ATAGCTCAGGCGAGAGAGTC CCCTTCAAGTATGAGAGCCG 53,7 Número de acesso:  AY805423 
MOT1 GGTCAGTACAAGTTTGGGGG TCCCTAGCACACATAGCCAG 55,1 Número de acesso: XM_004291363 
FaPHO1;H9 ACCTTCGAAGCCTGGACAGA AAAGCGGCTGGAACGATACA 58,9 Cao et al., 2017 
LOX ACAAGGGTCCAGAATATGAACG AAACTTCACGTGGCCAAACC 57,6 Zorrilla-Fontanesi et al., 2012 
FaOMT GACGGAGCAGGAATTTGAAG GCAAAACCAAGACCAGTCTCTT 55,8 Zorrilla-Fontanesi et al., 2012 
NRAMP CTACATGGGTCCGGGTTTTC GACTACCCCAAGATTGGCAG 56,7 Número de acesso: XM_004303195 
NRT1.1 CTACTCTCCAGGAAACCGAAGGG GTTCCTCTTCTTCCACGCCG 60,5 Taghavi e Folta, 2014 
NIA1 CTAGAGCCGTCGATCTTGGACC GAACCGGAAACCCGTGATCCG 62,7 Taghavi e Folta, 2014 
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FNR GCCTAAGGAACCTTATAC GGCCACTCCAAGAAAC 43,8 Taghavi e Folta, 2014 
TK AGTCGGTGAACACGATCCGG CACCCAGAGAACGTGCCATCC 62,9 Taghavi e Folta, 2014 
NiR CAGAAGCGGTTCTTGAAGCAA CCCAATGTTGAGAACACGAAAC 58,6 Taghavi e Folta, 2014 
FaNIP2-1 CTGATGGTTGTGTTCCGAGT TCAAGTCCTTTGCTCCTTGG 
 
50,2 Ouellette et al., 2017 
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Anexo II – Expressão relativa de genes relacionados com absorção e transporte de nutrientes (genes CDPK2, CAM, MYB59, NRT1, NIA1, MOT1, PHO1 e NRAMP6), manutenção do 
aparelho fotossintético (genes FNR e TK) e stress oxidativo (genes MnSOD e OMT) nas folhas de plantas de morangueiro cv. Portola crescidas em solo com os tratamentos controlo 
(Ct), bioestimulante (Bio) e cálcio (Ca), nos anos de 2018 e 2019. Ct (2018) foi utilizado como amostra referência 
 Tratamento/Ano de colheita 
  2018 2019 2018 2019 2018 2019 
Gene Ct Ct Bio Bio Ca Ca 
CDPK2 1,00 ± 0,25 a 1,00 ± 0,16 a 1,00 ± 0,11 a 1,30 ± 0,04 a 1,00 ± 0,08 a 0,80 ± 0,13 a 
CAM 1,00 ± 0,41 a 1,10 ± 0,33 a 1,98 ± 0,02 a 0,70 ± 0,31 a 1,14 ± 0,32 a 0,60 ± 0,09 a 
MYB59 1,00 ± 0,58 a 1,00 ± 0,15 a 0,46 ± 0,41 a 0,50 ± 0,10 a 0,19 ± 0,05 a 1,10 ± 0,29 a 
NRT1 1,00 ± 0,40 a 1,00 ± 0,21 a 0,99 ± 0,58 a 1,50 ± 0,30 a 0,47 ± 0,63 a 0,70 ± 0,28 a 
NIA1 1,00 ± 0,17 b 1,00 ± 0,21 a 1,73 ± 0,56 b 0,80 ± 0,22 a 2,86 ± 0,03 a 0,80 ± 0,18 a 
MOT1 1,00 ± 0,29 b 1,20 ± 0,43 a 2,63 ± 0,08 a 0,90 ± 0,35 a 2,09 ± 0,20 a 0,70 ± 0,08 a 
PHO1 1,00 ± 0,31 b 1,10 ± 0,31 a 2,38 ± 0,33 a 0,70 ± 0,32 a 1,69 ± 0,38 ab 0,50 ± 0,07 a 
NRAMP6 1,00 ± 0,30 a 1,10 ± 0,31 a 1,47 ± 0,47 a 0,80 ± 0,23 a 1,37 ± 0,47 a 0,70 ± 0,06 a 
FNR 1,00 ± 0,20 a 1,30 ± 0,63 b 0,85 ± 0,17 a 1,90 ± 0,30 b 0,46 ± 0,31 a 3,00 ± 0,38 a 
TK 1,00 ± 0,14 b 1,10 ± 0,52 a 3,94 ± 0,19 a 1,40 ± 0,50 a 3,69 ± 0,07 a 1,60 ± 0,60 a 
MnSOD 1,00 ± 0,28 a 1,10 ± 0,23 a 1,57 ± 0,02 a 1,30 ± 0,04 a 1,30 ± 0,06 a 1,20 ± 0,13 a 
OMT 1,00 ± 0,07 a 1,00 ± 0,03 a 1,89 ± 0,20 a 1,10 ± 0,08 a 1,48 ± 0,35 a 0,80 ± 0,06 a 
 A análise estatística foi efetuada individualmente para cada gene, comparando tratamentos. 
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Anexo III – Expressão relativa de genes relacionados com absorção e transporte de nutrientes (genes CDPK2, CAM, MYB59, NRT1, NIA1, MOT1, PHO1 e NRAMP6), manutenção do 
aparelho fotossintético (genes FNR e TK) e stress oxidativo (genes MnSOD e OMT) nas raízes de plantas de morangueiro cv. Portola crescidas em solo com os tratamentos controlo 
(Ct), bioestimulante (Bio) e cálcio (Ca), nos anos de 2018 e 2019. Ct (2018) foi utilizado como amostra referência. 
 Tratamento/Ano de colheita 
  2018 2019 2018 2019 2018 2019 
Gene Ct Ct Bio Bio  Ca Ca 
CDPK2 1,00 ± 0,08 a 1,20 ± 0,47 b 0,67 ± 0,20 a 3,40 ± 0,61 a 0,66 ± 0,02 a 3,60 ± 0,48 a 
CAM 1,00 ± 0,23 b 1,20 ± 0,46 a 0,91 ± 0,59 b 2,40 ± 0,19 a 3,15 ± 0,50 a 1,40 ± 0,25 a 
MYB59 1,00 ± 0,52 b 1,60 ± 0,37 b 0,17 ± 0,13 a 7,70 ± 1,30 a 3,75 ± 0,46 b 2,40 ± 0,72 b 
NRT1 1,00 ± 0,51 ab 1,10 ± 0,31 a 1,80 ± 0,58 a 1,70 ± 0,25 a 0,03 ± 0,57 b 0,50 ± 0,12 a 
NIA1 1,00 ± 0,53 a 1,20 ± 0,38 a 0,22 ± 0,58 a 2,80 ± 0,47 a 0,42 ± 0,75 a 2,30 ± 0,30 a 
MOT1 1,00 ± 0,56 a 1,10 ± 0,43 a 0,33 ± 0,49 a 0,40 ± 0,03 a 0,09 ± 0,40 a 0,40 ± 0,14 a 
PHO1 1,00 ± 0,23 a 1,00 ± 0,20 a 0,50 ± 0,60 a 0,50 ± 0,13 a 0,60 ± 0,12 a 0,80 ± 0,22 a 
NRAMP6 1,00 ± 0,23 a 1,10 ± 0,37 a 0,58 ± 0,58 a 2,20 ± 0,45 a 1,16 ± 0,34 a 2,60 ± 0,28 a 
FNR 1,00 ± 0,55 b 1,00 ± 0,14 a 3,84 ± 0,65 a 1,30 ± 0,18 a 4,90 ± 0,47 a 1,60 ± 0,32 a 
TK 1,00 ± 0,60 a 1,30 ± 0,52 c 0,90 ± 0,59 a 8,50 ± 1,69 a 1,57 ± 0,76 a 5,40 ± 1,45 b 
MnSOD 1,00 ± 0,22 a 1,10 ± 0,38 a 0,79 ± 0,48 a 1,70 ± 0,27 a 0,94 ± 0,14 a 1,80 ± 0,26 a 
OMT 1,00 ± 0,19 a 1,10 ± 0,23 a 1,75  ± 0,18 a  0,80 ± 0,06 a 1,17 ± 0,50 a 1,20 ± 0,10 a 
 A análise estatística foi efetuada individualmente para cada gene, comparando tratamentos. 
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Anexo IV – Expressão relativa de genes relacionados com transporte de nutrientes (genes CDPK2, CAM, MYB59, NRT1, NIA1, NiR, ZIP2, MOT1, PHO1, NRAMP6 e FaNIP2-1), 
manutenção do aparelho fotossintético (genes FNR e TK) e stress oxidativo (genes CAT, APX, MnSOD, GR, LOX e OMT) nas folhas de plantas de morangueiro cv. Portola crescidas em 
semi-hidroponia com os tratamentos controlo (Ct), bioestimulante (Bio), cálcio (Ca), silício (Si) e mix (Si com Ca). Ct foi utilizado como amostra referência.  
 Tratamento 
Gene Ct Bio Ca Si Mix 
CDPK2 1,00 ± 0,27 a 0,76 ± 0,38 a 1,28 ± 0,33 a 1,73 ± 0,18 a 1,57 ± 0,13 a 
CAM 1,00 ± 0,21 b 1,60 ± 0,82 b 2,70 ± 0,70 b 1,00 ± 0,14 b 7,30 ± 0,75 a 
MYB59 1,00 ± 0,55 b 1,21 ± 0,62 b 0,87 ± 0,15 b 2,58 ± 0,35 b 13,04 ± 0,49 a 
NRT1 1,00 ± 0,46 c 0,46 ± 0,58 c 0,43 ± 0,12 c 6,38 ± 0,17 b 9,34 ± 0,22 a 
NIA1 1,00 ± 0,36 a 1,45 ± 0,46 a 1,35 ± 0,59 a 0,49 ± 0,11 a 2,07 ± 0,07 a 
NiR 1,10 ± 0,30 a 0,80 ± 0,28 a 0,90 ± 0,20 a 1,10 ± 0,19 a 0,90 ± 0,32 a 
ZIP2 1,00 ± 0,49 a 2,00 ± 0,66 a 1,40 ± 0,46 a 0,80 ± 0,05 a 0,90 ± 0,14 a 
MOT1 1,20 ± 0,55 c 0,60 ± 0,25 c 3,70 ± 0,88 b 1,40 ± 0,27 bc 6,50 ± 0,54 a 
PHO1 1,00 ± 0,18 b 0,90 ± 0,34 b 3,70 ± 1,38 ab 2,60 ± 0,33 ab 4,20 ± 0,71 a 
NRAMP6 0,90 ± 0,29 b 0,40 ± 0,10 b 1,00 ± 0,05 b 1,70 ± 0,16 a 0,80 ± 0,16 b 
FNR 1,00 ± 0,60 a 1,82 ± 0,50 a 0,35 ± 0,50 a 0,81 ± 0,06 a 1,56 ± 0,25 a 
TK 1,10 ± 0,36 a 0,30 ± 0,14 a 0,10 ± 0,02 b 0,10 ± 0,01 b 0,70 ± 0,30 a 
CAT 1,10 ± 0,39 a 0,50 ± 0,09 a 0,30 ± 0,06 a 0,40 ± 0,15 a 0,60 ± 0,20 a 
APX 1,00 ± 0,63 a 0,49 ± 0,22 a 0,41 ± 0,35 a 0,22 ± 0,18 a 0,23 ± 0,03 a 
MnSOD 1,00 ± 0,02 a 1,00 ± 0,01 a 0,67 ± 0,32 a 0,30 ± 0,26 a 0,44 ± 0,05 a 
GR 1,00 ± 0,20 a 1,10 ± 0,16 a 0,70 ± 0,17 a 0,60 ± 0,27 a 0,90 ± 0,10 a 
LOX 1,10 ± 0,41 b 1,40 ± 0,45 b 1,50 ± 0,17 b 2,60 ± 0,13 b 4,70 ± 0,71 a 
OMT 1,00 ± 0,16 b 1,10 ± 0,36 b 2,17 ± 0,06 a 2,41 ± 0,04 a 1,60 ± 0,11 ab 
FaNIP2-1 1,10 ± 0,36 c 1,60 ± 0,38 bc 2,90 ± 0,51 b 3,00 ± 0,63 ab 4,50 ± 0,75 a 
 A análise estatística foi efetuada individualmente para cada gene, comparando tratamentos. 
